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I. Grundlag d s Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie kerne Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-3,5-26 ursprungliche Fassung 

4 f 4a eingegangen am 19/07/2001 mit Schreiben vom 18/07/2001 
Patentanspruche, Nr.: 

1-27 eingegangen am 19/07/2001 mit Schreiben vom 18/07/2001 
Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach m 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). _ 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequ nz ist die 
international vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

B Anspruche, Nr.: 28,29 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung elnes Gutachtens uber Neuheit, erfinderlsche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbark It 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
Anspruche Nr. 27 (teilweise). 

Begrundung: 

□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

B Fur die obengenannten Anspruche Nr. 27 (insofern nicht recherchiert) wurde kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoli der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 
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□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. IS Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regei 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

□ aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

El alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-26 


Nein: 


Anspruche 


27 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


22-26 




Nein: 


Anspruche 


1-21 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-27 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
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si he Beiblatt 

VIII- Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 

Grundlaqe des Berichts 

1 . Der Bericht des Anspruches 27 wurde sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung / Zusammensetzung durchgefuhrt. (siehe ISA 210). 

2. Die mit Schreiben vom 18.07.01 eingereichten Anderungen erfullen die 
Erfordernisse des Artikels 34 (2) b) PCT. 

Zu Punkt III 

Keine Erstellunq eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderisch e Tatiakeit und 
aewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Der Bericht des Anspruches 27 wurde sich nur auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung / Zusammensetzung durchgefuhrt. (siehe ISA 210). 

Zu Punkt IV 

Manaelnde Einheitlichkeit der Erfinduna 

Die Herstellung und Praparaten von bekannten Verbindungen keine einzige allgemeine 
erfinderische Idee verwirklichen (Regel 13.1 PCT). 

Daher, die verschiedenen Erfindungen / Gruppen von Erfindungen sind: 

I. Anspruchen 1-26: Verfahren zur praparativen Fraktionierung von Plasma oder 
Serum. 

II. Anspruch 27: Verwendung eine Immunoglobulinpraparates oder eines 
Antitthombin III-, Albumin- oder Transferrin zur Herstellung eine Medikamentes. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
rfind rlsch n Tatigk it und d r g w rblich n Anw ndbark it; Unt rlag n und 
Erklarungen zur Stiitzung di ser F ststellung 
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1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : HRKAL JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 242, 1 982, S. 385-388. 

D2: US-A-5 429 746 

D3: EP-A-0 339 919 

D4: EP-A-0 717 049 

D5: GOHEEN JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 326, 1985, S. 235-241 . 

D6: SZEPESZ LC-GC INTERNATIONAL (LIQUID AND GAS 
CHROMOTOGRAPHY), 5, 1992, S. 24-29. 

2. Die vorliegende Anmeldung beschreibt ein Verfahren zur praparativen 
Fraktionierung von Plasma oder Serum, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
Ausganglosung, welche Plasma oder Serum enthalt ohne Rivanolfallung einer 
hydrophoben Interaktions-chromatographie unterwirft und mit einem stufenweisen 
Salzgradienten eine Immunoglobulin- und eine Albumin-haltige Fraktion erhalt. 

3.1. Da die Dokumente D1-D5 linearen Gradienten offenbaren, ist der Gegenstand der 
Anspruche 1-26 gegenuber D1-D5 neu (Art. 33(2) PCT). 

3.2. Die Verwendung des Anspruches 27 sind nicht neu (Art. 33(2) PCT). 
Immunoglobulin-, Antithrombin III-, Albumin- oder Transferrin-Praparates sind 
schon bekannt (z.B. D2, Sp. 5, 2. Abs.; D3, S. 2, Z. 21-22). Mit vorliegendem 
Verfahren hergestelltes Immunoglobulin, Antithrombin III, Albumin Oder 
Transferrin, unterscheiden sich nicht von anderem Immunoglobulin, Antithrombin 
III, Albumin oder Transferrin, die mit bekannten Verfahren hergestellt werden. 

4. Das Dokument D5, als nachstliegender Stand der Technik angesehen, offenbart 
ein Verfahren zur Fraktionierung von Humanserum ohne Rivanolfallung mittels 
eines linearen Ammoniumsulfatsalzgradienten durch eine hydrophobe 
Interaktions-chromatographie (HIC), von der sich der Gegenstand gemaB 
Anspruch 1 dadurch unterscheidet, dass der Salzgradient "stufenweise" 
durchgefiihrt wird. 

Im Hinblick auf diesen Stand der Technik, liegt das zu losende technische 
Problem darin, ein alternatives Verfahren zur Plasma oder Serum-Fraktionierung 
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zu finden. 

Die vorgeschlagene Losung wird aus folgenden Griinden nicht als erfinderisch 
betrachtet (Artikel 33(3) PCT): 

a) Linearen Methode zur Trennung von Serum in Albumin- und Igs-Frakitonen 
mittels eines HIC sind schon bekannt (siehe D5 S. 239, Abs. 3, 1. 1-2). 

b) Es ist auch bekannt, dass Albumin und Igs unterschiedliche Hydrophobizitat 
besitzen (siehe D5 S. 239, Abs. 2 I. 4-5 und Abs. 3, 1. 1-2), d. h., Albumin und Igs 
eluieren mit 2 definitive getrennten Salzkonzentrationen eluieren. Es ist aus D5 
zu sehen, dass Albumin bei ungefahr 0.85 M Ammoniumsulfat und Ig bei ungefahr 
0.25 M Ammoniumsulfat eluieren. 

c) Es scheint somit naheliegend fur den Fachmann zu sein, wenn er Albumin und 
Igs abtrennen will und Punkte a) und b) kennt, von einer Salzkonzentration, an der 
Albumin eluiert, zu einer Salzkonzentration, an der Ig eluiert, Stufenweise zu 
wechseln, d.h. von ungefahr 0.85 M Ammoniumsulfat zu ungefahr 0.25 M 
Ammoniumsulfat, zu andern (siehe D5 Abb. 1 und 5). 

d) Da Verbindungen, die in einer analytischen Saule getrennt werden konnen, in 
einer praparativen Saule auch getrennt werden konnen, kann dann dieses 
Merkmal ("praparativ") nicht als erfinderisch angesehen werden. Die Optimierung 
der Bedingungen einer Praparativsaule ist eine dem Fachmann ubliche Praxis, 
sobald er die Bedingungen in einer analytischen Saule kennt. 

e) Die Methoden gemaB D5 werden an 0°C, wegen der Stabilitat der 
Serumkomponenten und nicht nur wegen der etwas besseren Auflosung des 
Chromatogramms, durchgefuhrt (siehe D5, S. 236, Abs. 5 und S. 239, Abs. 2). 

f) Dass groBere Mengen Ausgangsmaterial in einem Chromatographiezyklus als 
in D5 prozessiert werden kann erscheint nicht uberraschende ist, weil groBere 
Saulen benutzt werden. 

Daher kann der Gegenstand der Anspruche 1-7, 10-17 nicht als erfinderisch 
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angesehen werden (Art. 33(3) PCT. 

Die Merkmale der abhangigen Anspruche 8,9,18-21 sind neu, trotzdem kdnnen 
sie nicht als erfinderisch angesehen werden, da sie innerhalb der ublichen Praxis 
des Fachmanns ohne die Ausubung jeder erfinderischen Aktivitat scheinen zu 
sein. 

Die Verfahren gemaB der Anspruche 22-26 konnen als erfinderisch angesehen 
werden, da nirgends im Stand der Technik ein solches Rezyklisierungsverfahren 
nahegelegt ist. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Der Anspruch 1 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis zu definieren; 
damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Zur Beseitigung 
dieses Mangels erscheint es erforderlich, die fur die Erzielung dieses Ergebnisses 
notwendigen technischen Merkmale in den Anspruch aufzunehmen, z.B. die 
Salzkonzentration, bei denen Albumin- und Ig-Fraktionen eluiert werden. 

AuBerdem erfullt der Gegenstand des Anspruchs 1 nicht das Erfordernis des 
Artikels 6 PCT, weil unklar ist, ob die Worte in Klammem limitiereri Oder nicht. 

2. Der in dem Anspruch 8 benutzte Begriff "PPSB-Komplexe" hat keine allgemein 
anerkannte Bedeutung und la(3t den Leser uber die Bedeutung des betreffenden 
technischen Merkmals im Ungewissen. Dies hat zur Folge, daB die Definition des 
Gegenstands dieses Anspruchs nicht klar ist (Artikel 6 PCT), weil ihre Bedeutung 
(siehe S. 9, Z. 24) in dem Anspruch 8 nicht angegeben wird. 
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Zur Durchfuhrung der lonenaustauschchromatographie muG das Plasma auf eine definierte, 
niedrige lonenstarke eingestellt werden. Dies kann durch VerdQnnen Oder durch Umpufferung 
t erreicht werden. 

Hierbei entstehen groGe Volumina, die im technischen MaGstab die Menge des zu prozes- 
sierenden Plasmas limitieren. DarOber hinaus muG durch einen zusatzlichen Schritt vor der 
Chromatographie das im Humanplasma enthaltene Fibrinogen entfernt werden, urn ein Ver- 
blocken der Saule zu verhindern. 

S. Coheen et a), beschreiben in J. of Chromatography, 326 (1985), 235-241 ein Verfahren zur 
Fraktionierung von Humanserum. Dabei wird eine Bio-Gel TSK Phenyl-5PW-Saule mit der 
Ausgangslosung bestuckt und anschlieGend bei 0°C mittels eines linearen Amrnoniumsulfat- 
salzgradienten in 0,1 M Natriurnphosphatpuffer eluiert. Eine solche lineare Eluierung kann nur 
im analytischen MaGstab vorgenommen werden, da ansonsten bei Auftragen der 

Ausgangslosung und Anwendung der genannten Anfangskonzentration von 1 ,7 M die Saule ! 

verstopfen wurde, wenn man im praparativen MaGstab arbeiten wurde. Dariiberhinaus muG 

bei 0°C gearbeitet werden, urn die Auflosung des Chromatogramms zu verbessern. Eine 

solche Verfahrensweise ist auf einen Prozess im praparativen Umfang wegen des j 

technischen Aufwands nicht ubertragbar. | 

i 

Z. Hrkal et al, J. of Chromatographie, 242, 1982, Seite 385- 388, 

beschreiben eine Verfahren zur Fraktionierung von Plasma- Proteinen, 

wobei eine durch Rivanolfailung von Albumin befreite Fraktion mittels eines linearen 

Ammoniumsulfat- Gradienten aufgetrennt wird. 

Der-Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein im technischen MaGstab wirtschaftlich 
durchfuhrbares Verfahren zur Fraktionierung von Plasma, insbesondere Humanplasma, oder 
Serum, insbesondere Humanserum, bereitzustellen, das in hohen Ausbeuten native, 
unmodifizferte Plasmaproteine liefert. Hierbei sollte ein Prazipitieren und Auflosen von 
therapeutisch relevanten Proteinen uberwiegend vermieden werden und der Prozess bei 
Raumtemperatur ablaufen. 
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Diese Aufgabe wird erfindungsgemaG dadurch getost, da& man das Plasma oder Serum, 
insbesondere humanen Ursprungs, bevorzugt ein von Gerinnungsfaktor VIII und/oder den 
Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes befreites Plasma oder Serum, insbesondere 
humanen Ursprungs an einer hydrophoben Phase unter Anwendung eines stufenweisen 
Salzgradienten chromatographiert. Als Salz eignet sich insbesondere Ammoniumsulfat. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass mit Hilfe der hydrophoben Interaktions- 
chromatographie Plasma oder Serum in wenigstens eine Immunglobulin- und eine Albumin- 



\ 
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1 . Verfahren zur praperativen Fraktionierung von Plasma oder Serum, dadurch 
gekennzeichnet, dali man eine AusgangslOsung, welche Plasma oder Serum enthait 
ohne Rivanolfailung einer hydrophoben Interaktions-chromatographie unterwirft und mit 
einem stufenweisen Salzgradienten (wenigstens) eine Immunglobulin- und eine 
Albumin-haltige Fraktion erhait. 

2. Verfahren gemaii Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial ein 
Plasma oder ein Serum humanen oder tierischen Ursprungs verwendet wird. 

3. Verfahren gemaii Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Chromatographic mit einem Ammoniumsulfatsalzgradienten erfolgt. 

4. Verfahren gemaii Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dali die Chromatographie bei 
hoher Ammoniumsulfatkonzentration beginnt und diese im nachsten Fraktionsschritt 
abgesenkt wird. 

5. Verfahren gemaii einem der AnsprOche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dali die 
hohe Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0,6 und <1,4 Mol/I und die niedrige 
Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0 und 0,4 Mol/I betragt. 

6. Verfahren gemaii einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dali die hohe 
Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,7 bis 1 Mol/I betragt und abgesenkt wird auf 0 bis 
0,3 Mol/I. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Ausgangslosung und die Chromatographie-Phase bei Beginn der Trennung auf die 
gewunschte hohe Salzgradientenkonzentration eingestellt wird. 

8. Verfahren gemaii einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dali als 
Ausgangsmaterial Plasma eingesetzt wird, aus welchem die Gerinnungsfaktoren des 
PPSB-Komplexes in an sich bekannter Weise abgetrennt wurden. 
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9. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daS vom 
Ausgangsmaterial Gerinnungsfaktor VIII in an sich bekannter Weise abgetrennt wird und 
dieses Ausgangsmaterial zur praperativen Fraktionierung eingesetzt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Ausgangsmaterial polyvalentes Humanplasma verwendet 



11. Verfahren gemaB einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Ausgangsmaterial bezQglich viraier, bakterieller Oder gegen zelluiare Antigene gerichtete 
AntikOrper selektiertes Humanplasma verwendet. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dad nach der 
gewonnenen ersten Fraktion mittels Stufengradienten zwei weitere Fraktionen 
gewonnen werden. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Auftrennung nach der 
ersten Fraktion mit einem Ammoniumsulfatpuffer einer Konzentration von 0,4 bis 0,1 
Mol/I beginnt und danach abgesenkt wird auf < 0,1 bis 0 Mol/I. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB als 
hydrophobe Interaktionsphase Phenyl- oder Alkyl-substituierte Phasen auf der Basis von 
Copolymeren aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat, Copolymere 
aus Polystyrol und Divinylbenzol oder mit Dextran oder Polymeren gecoatete Kieselgele 
verwendet werden. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB als hydrophobe 
Interaktionsphase Phenyl-substituierte Copolymere aus Glycidylmethacrylat und 
Ethylenglycoldimethacrylat verwendet wird. 

16. Verfahren gemaii Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die hohe 
Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,8 bis 1,0 Mol/I und die abgesenkte Ammonium- 
sulfatkonzentration 0,3 bis 0 Mol/I betragt. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Fraktion bei 
einer Ammoniumsulfatkonzentration von 0,9 Mol/I gewonnen wird und danach ein 
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Stufengradient angewendet wird, wobei die Ammoniumsulfatkonzentration zunachst 0,3 
Mol/I betragt, und sodann auf 0 Mol/I abgesenkt wird. 

18. Verfahren gemaB einem der AnsprQche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin 111, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

19. Verfahren gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die gewonnene erste 
Fraktion durch Affinitatschromatographie sowie nachfolgende Anionenaustauscher- 
chromatographie und Virusinaktivierung sowie ubliche Filtrations- Konzentrations- und 
Steriiisierungsschritte aufgearbeitet wird. 

20. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
einsetzbares Immunglobuiin, insbesondere IgG gewinnt 

21. Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man die gewonnene 
zweite Fraktion durch Anionenaustauscherchromatographie, Virusinaktivierung, 
Oktansaurebehandlung sowie Kationenaustauscherchromatographie und Dbliche 
Filtrations-, Sterilisations- und Konzentrierungsschritte zu einem vertraglichen 
Immunglobuiin G Praparat aufarbeitet. 

22. Rezyklisierungsverfahren zur Fraktionierung von Plasma Oder Serum gemSB einem der 
AnsprQche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB eine Plasma oder Serum enthaltende m 
AusgangslGsung in praperativem MaSstab ohne anfangliche Rivanolfailung mit einem 
stufenweise Salzgradienten mit einer hydrophoben Interaktionschromatographie 
chromatographiert und dabei wenigstens eine Immunglobuiin- und eine Albumin- haltige 
Fraktion gewinnt und sodann das Permeat aus der ersten erhaltenen Albumin- Fraktion 
kontinuierlich dem Ammoniumsulfatpuffer-Vorratsbehaiter mit der Pufferldsung 1 mit 

einer Ammoniumsulfatkonzentration der ersten hohen Stufe zufuhrt, die gewonnene 
erste Fraktion kontinuierlich sammelt, die zweite Immunglobuiin- haltige Fraktion durch 
Herstellen eines Mischpuffers aus der Pufferlosung 1 und einer Ammoniumsulfat-freien 
Pufferlosung 2 oder alleinigen Einsatz des Puffers 2 mit der medrigen 
Ammoniumsulfatkonzentration der 2. Stufe eluiert und kontinuierlich entfernt. 
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23. Verfahren gemaft Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daS man nach der Eluierung 



der ersten Fraktion die Chromatographiesaule mit einem Stufengradienten behandelt 
und so eine zweite und dritte Fraktion erhait. 

24. Verfahren gemaS einem der Anspruche 22 Oder 23, dadurch gekennzeichnet, daG man 
nach je einem Rezyklisierungskreislauf die Interaktionschromatographiephase mit 
Natronlauge aus einem Vorratsbehaiter 3 behandelt. 

25. Verfahren gemSR einem der AnsprQche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, da& man 
die gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin III, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

26. Verfahren gemaB einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daS man 
die gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Immunglobulin, insbesondere IgG, gewinnt. 

27. Verwendung eines Immunglobulinpraparates oder eines Antithrombin III-, Albumin- Oder 
Transferrin-Praparates, erhalten nach dem Verfahren gernau einem der AnsprQche 1 bis 
26 zur Herstellung eines Medikamentes fQr die therapeutische Anwendung. 
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Abbildung 6 



HPSE-Chromatogramm einer gema& Beispiel 9 
herqesteUten Antithrotnbin (AT-ffl) Losung 
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Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/05827 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
|^| the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-3,5-26 

pages __ 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



4,4a 



, filed with the letter of 



18 July 2001 (18.07.2001) 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



1-27 



, filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/6-6/6 



18 July 2001 (18.07.2001) 



, as originally filed 
, filed with the demand 



m , filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



2. 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 

| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[ | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I | contained in the international application in written form. 

I | filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 

□ 



4. 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

[X] the claims, Nos. 28,29 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



| I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' ' — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed*' and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EPOO/05827 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

DK1 claims Nos. 27 



because: 



□ 



□ 



the said international application, or the said claims Nos. . 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

no international search report has been established for said claims Nos. 27 . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



[ | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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International application No. 

PCT/EP00/05827 



IV. Lack of unity of invention 

1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I I restricted the claims. 
I I paid additional fees. 
I I paid additional fees under protest. 
I | neither restricted nor paid additional fees. 



rc?\ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 
2. I2SJ not to invite tne applicant to restrict or pay additional fees. 



3 . This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 1 3. 1 , 1 3.2 and 1 33 is 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 






not complied with for the following reasons: 



all parts. 




the parts relating to claims Nos. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-26 



27 



22-26 



1-21 



1-27 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 



Dl: HRKAL, JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, Vol. 242, 

1982, pages 385-388 
D2: US-A-5 429 746 
D3 : EP-A-0 339 919 
D4: EP-A-0 717 049 

D5: GOHEEN, JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, Vol. 3 26, 

1985, pages 235-241 
D6: SZEPESZ, LC-GC INTERNATIONAL (LIQUID AND GAS 

CHROMATOGRAPHY), Vol. 5, 1992, pages 24-29. 



2. The present application describes a method for the 
preparative fractionating of plasma or serum, 
characterised in that when a starting solution 
containing plasma or serum is subjected to 
hydrophobic interaction chromatography without 
rivanol precipitation, one fraction is obtained 
containing immunoglobulin and one containing 
albumin, with a stepwise salt gradient. 



3.1 Since Dl to D5 disclose linear gradients, the 

subject matter of Claims 1-26 is novel over Dl to D5 
(PCT Article 33(2)) . 
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3.2 The use disclosed in Claim 27 is not novel (PCT 

Article 33(2)). Immunoglobulin, antithrombin III, 
albumin or transferrin preparations are already 
known - see, for example, D2, column 5, second 
paragraph; D3 , page 2, lines 21-22. The 
immunoglobulin, antithrombin III, albumin or 
transferrin produced using the present method is no 
different from other immunoglobulin, antithrombin 
III, albumin or transferrin produced using the known 
method . 

4. D5, the closest prior art, discloses a method for 
fractionating human serum without rivanol 
precipitation by means of a linear ammonium sulphate 
salt gradient using hydrophobic interaction 
chromatography (HIC) , from which the subject matter 
of Claim 1 differs in that the salt gradient is 
implemented "stepwise" . 

In view of said prior art, the technical problem to 
be solved is that of finding an alternative method 
for plasma or serum fractionating. 

The proposed solution is not considered to involve 
an inventive step for the following reasons (PCT 
Article 33(3)): 

a) linear methods for separating serum in albumin 

and immunoglobulin (Ig) fractions by means of HIC 
are already known - see D5, page 239, paragraph 
3 , lines 1-2 . 

/. . - 
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b) It is also known that albumin and Igs are 
characterised by different hydrophobicities - see 
D5, page 23 9, paragraph 2, lines 4-5 and 
paragraph 3, lines 1-2; in other words, albumin 
and Igs are eluted at two distinctly separated 
salt concentrations. It can be derived from D5 
that albumin is eluted with approximately 0.85M 
ammonium sulphate and Ig with approximately 0.25M 
ammonium sulphate. 

c) Thus, for the person skilled in the art wishing 
to separate albumin and Igs and being aware of 
points 4 a) and b) above, it would be obvious to 
change stepwise from a salt concentration in 
which albumin is eluted to a salt concentration 
in which Ig is eluted, i.e. from approximately 
0.85M to approximately 0.25M - see D5, Figures 1 
and 5 . 

d) Since compounds that can be separated in an 
analytic column can also be separated in a 
preparative column, said feature ("preparative") 
cannot be considered inventive. Optimisation of 
the conditions in a preparative column is common 
practice for the person skilled in the art who 
knows the conditions in an analytic column. 

e) The methods according to D5 are implemented at 
0°C because of the stability of the serum 
constituents and not only because of the rather 
better resolution of the chromatogram - see D5, 
page 236, paragraph 5 and page 23 9, paragraph 2. 



/... 
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f) It is not surprising that greater quantities of 
starting material can be processed in a 
chromatography cycle than in D5, since the 
columns used are larger. 

Therefore the subject matter of Claims 1-7 and 10-17 
does not involve an inventive step (PCT Article 
33 (3) ) . 

The features of the dependent Claims 8, 9 and 18-21 
are novel but cannot be considered inventive, since 
they appear to lie within the scope of what would be 
straightforward for the person skilled in the art, 
requiring no inventive input. 

The methods according to Claims 22-26 can be 
considered to involve an inventive step since such a 
recycling method cannot be derived from the prior 
art . 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

1. The report relating to Claim 27 was established on 
the basis of the indicated effects of the compound 
/composition - see ISA 210. 



2. The amendments submitted with the letter of 18 July 
2001 satisfy the requirements of PCT Article 
34 (2) (b) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 . 1 



1. The report relating to 
solely on the basis of 
compound/composition - 



Claim 27 was established 
the indicated effects of the 
see ISA 210. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: IV . 2 and . 4 
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1. The Provisional International Office Action was prepared by the Authorities entrusted with the Provisional Intemati< 

Examination. 



2. This REPORT comprises a total of 9 pages, including this cover sheet. 

ED Moreover, APPENDIXES are enclosed with the Office Action; these are pages with specifications, claims an 
drawings, which were changed and on which this report is based, and/or pages with corrections made (see Regula 
70.16 and Section 607 of the PCT administrative guidelines) 

These appendixes comprise a total of 6 pages. 

3. This report contains information and the pages corresponding to the following items: 



I 


El 


Basis for the report 


II 


□ 


Priority 


III 


EI 


An expert opinion concerning the novelty, inventive activity and commercial applicability has not been preparer 


IV 




Lack of uniformity of the invention 


V 




Justified determination according to Article 35(2) with respect to the novelty, the inventive activity and 
commercial applicability; documents and declarations in support of this determination 


VI 


□ 


Particular documents listed 


VII 


□ 


Particular deficiencies in the International Application 


VIII 




Particular comments concerning the International Application 
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PROVISIONAL ^piRNATIONAL OFFICE 
ACTION 



International File Number 

PCT/EP00/05827 



L Basis for the Report 

1. This report was drawn up on the basis (substitute pages, which were presented to the Patent 
Office upon request according to Article 14, are regarded within the scope of this report as 
"having been submitted originally" and are not enclosed with it, because they do not contain 
any changes) of: 

Specification, pages: 

1 - 3, 5 - 26 Original version 

4,4a Received on 7/19/2001 with letter of 

7/18/2001 

Claims, No.: 

1 - 27 Received on 7/19/2001 with letter of 7/18/2001 

Drawings, pages: 

1/6 - 6/6 Original version 

2. With regard to language: All constituent parts, named above, were available to the authorities in 
the language, in which the international application was filed or were submitted in this 
language, unless it is stated differently here. 

The constituent parts were available to the Authorities in the language or were submitted in this 
language, which is 

I I the language of the translation, which was submitted for the international search 
(according to Regulation 23.1(b)), 

I I the language, in which the international application was published (according to 
Regulation 48.3(b)), 

I I the language of the translation, which was submitted for the provisional international 
examination (according to Regulation 55.2 and 55.3), 

3. With regard to the nucleotide sequence and/or the amino acid sequence , disclosed in the 
international application, the provisional international examination has been carried out on the 
basis of the sequence protocol, which 

I I is contained in written form in the international application. 

I I is submitted in computer-readable form together with the international application. 
I I is submitted subsequently to the authorities subsequently in written form. 
I I is submitted subsequently to the authorities in computer-readable form. 
I I the declaration, that the written sequence protocol does not go beyond the disclosure 
_ content of the international application at the time of the application, was presented. 
I I the declaration, that the information in the computer-readable form corresponds to the 
written sequence protocol, was presented 
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International File Number 

PROVISIONAL INTERNATIONAL OFFICE PCT/EP00/05827 
ACTION 



4. Because of the changes, the following documents have been omitted 



I I specification pages: 

claims No.: 28,29 

I I drawings page: 



5. Q This report has been prepared without taking (any of) the changes into consideration, 
since these, in the opinion of the authorities, for the reasons given, go beyond the 

disclosure content of the originally sub- mitted version (Regulation 70.2(c)). 



(Item 1 should refer to substitute pages, which contain such changes; they are to be 
enclosed with this report. 

6. Any additional comments 

see supplementary pate 



III. An expert opinion concerning the novelty, inventive activity and commercial applicability 
has not been prepared 

1. The following parts of the application were not examined with regard to whether the claimed 
invention is to be regarded as novel, based on inventive activity (not obviously) and commercially 

applicable. 

I I The whole of the International Application 
Claims 27 (partly) 



Justification: 

I I The whole of the International Application or the above-mentioned claims Nos. relate to 
the object below, for which a Provisional International Examination need not be carried 
out (precise details): 

I I The specification, claims or drawings (please give details below) or the above-named 
claims Nos. are so unclear, that a meaningful expert opinion could not be prepared 
(precise details). 

I I The claims or the claims Nos. named above are supported inadequately by the 
specification, so that a meaningful expert opinion cannot be prepared. 

^ No International Search Report was prepared for the claims 27 (not checked in this 
report). 



2. A meaningful provisional international examination cannot be carried out, because the protocol of 
the nucleotide sequences and the amino acid sequences does not correspond to the standard 
prescribed in Appendix C of the Administrative Regulations: 

• ■■. 

I I The written form was not submitted or does not correspond to the standard. 
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PROVISIONAL INTERNATIONAL OFFICE 
ACTION 



International File Number 

PCT/EP00/05827 



I | The computer-readable form was not submitted or does not correspond to 
the standard. 

IV. Deficient Uniformity of the Invention 

1. In response to the request to limit the claims or to pay additional fees, the 
Applicant has 

limited the claims, 
paid additional fees, 
paid additional fees under protest, 
neither limited the claims nor paid additional fees. 

2. ^ The authorities have noted that the requirement, that the invention be 
uniform, is not fulfilled and, in accordance with Regulation 68.1, has 
requested the Applicant not to limit the claims or to pay additional fees 

3. The authorities are of the opinion that the requirement of Regulations 13.1, 13.2 
and 13.3, that the invention be uniform, 

□ is fulfilled 

|~| is not fulfilled for the following reasons: 

4. Therefore, for preparing this report, a Provisional International Examination of the 
following parts of the International Application was carried out: 

(3 all parts 

I I the parts, which relate to claims v 



□ 
□ 
□ 
□ 
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V. Justified determination according to Article 35(2) with respect to the novelty, 
the inventive activity and the commercial applicability; documents and explanations 
in support of this determination 

1 . Determination 



Novelty 


Yes: 


Claims 


1 - 


28 




No: 


Claims 


27 




Inventive Activity 


Yes: 


Claims 


22 


-28 




No: 


Claims 


1 - 


21 


Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1 - 


27 




No: 


Claims 







2. Documents and Explanations 

see supplementary sheet 
VIII. Certain Comments Concerning the International Application 

The following is noted concerning the clarity of the claims, the specification and the drawin 
concerning the question whether the claims are supported to the full extent in the specification 

see supplementary sheet 
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International File Number 

PROVISIONAL INTERNATIONAL OFFICE PCT/EP00/05827 
ACTION - SUPPLEMENTARY PAGE 

Regarding Item I 
Basis for the Report 

1 . The report of claim 27 was carried out with respect to the listed effects of the 
compound / composition (see ISA 210) 

2. The changes, submitted with the letter of 7-18-01, fulfill the requirements of 
Article 34 (2) b) of the PCT. 

Regarding Item HI 

An Expert Opinion Concerning the Novelty, Inventive Activity And Industrial 
Applicability Was Not Prepared 

1 . The report of claim 27 was carried out only with respect to the listed effects of the 
compound / composition (see ISA 210). 

Regarding Item IV 

Deficient Uniformity of the Invention 

The production and preparations of known compounds do not realize a single, general, 
inventive idea (Regulation 13.1 of the PCT). 

The different inventions / groups of invention therefore are: 

I. Claims 1 - 26: Method For The Preparative Fractionation Of Plasma Or 
Serum. 

II. Claim 27: use of an immunoglobulin preparation or an antithrombin III, 
albumin or transferrin for the preparation of a medicinal drug. 
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Regarding Item V 

Justified determination according to Article 66.2(a)(ii) with respect to the novelty, 
the inventive activity and the commercial applicability; documents and explanations 
in support of this determination 

1 . Reference is made to the following documents: 

Dl : HRKAL JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 242, 1 982, pp. 385 - 
386 

D2: US patent 5,429,746 
D3: EP-A-0 339 919 
D4: EP-A-0 717 049 

D5: GOHEEN JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 326, 1985, pp. 235 
-241 

D6: SZEPESZ LC-GC INTERNATIONA (LIQUID AND GAS 
CHROMATOGRAPHY), 5, 1992, pp. 24 - 29 

2. The present application describes a method for the preparative fractionation of 
plasma or serum, wherein a starting solution, which contains plasma or serum, is 
subjected without rivanol precipitation to a hydrophobic interaction 
chromatography and an immunoglobulin-containing fraction and an albumin- 
containing fraction are obtained with a stepwise salt gradient. 

3.1: Since documents Dl - D5 disclose linear gradients, the object of claims 1 - 26 is 
new relative to Dl - D5 (Art. 33(2) of the PCT). 

3.2 The use of claim 27 is not new (Art. 33(2) of the PCT). Immunoglobulin, 
antithrombin III, albumin or transferrin preparations are already known (for 
example, D2, column 5, second paragraph; D3, page 2 lines 21 - 22). 
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Immunoglobulin, antithrombin III, albumin and transferrin, prepared with the 
present method, do not differ from other immunoglobulin, antithrombin III, 
albumin and transferrin, which are prepared with known methods. 

4. Documents D5, which is regarded as the closest state of the art, discloses a method 
for the fractionation of human serum without rivanol precipitation by means of a 
linear ammonium sulfate salt gradient by a hydrophobic interaction 
chromatography (HIC), from which the object of claim 1 differs owing to the fact 
that the salt gradient is carried out "stepwise". 

In view of this state of the art, the technical problem, which is to be solved, is to 
find an alternative method for fractionating plasma or serum. 

The proposed solution is not regarded as inventive for the following reasons (Art. 
33(2) of the PCT): 

a) Linear methods of separating serum in albumin and Igs fractions by means of 
HIC are already known (see D5, page 239, paragraph 3, 1. 1 - 2). 

b) It is also known that the hydrophobicity of albumin and Igs are different (see 
D5, page 239, paragraph 2 I. 4 - 5 and paragraph 3, 1. 1 — 2), that is, albumin and 
Igs are eluted with 2 definitive, separate salt concentrations. It can also be seen 
from D5 that the albumin is eluted width approximately 0.85M ammonium sulfate 
and Ig with approximately 0.25M ammonium sulfate. 

c) It seems obvious for someone skilled in the art, who wishes to separate albumin 
and Igs and knows items a) and b), to change stepwise from a salt concentration, at 
which albumin is eluted, to a salt concentration, at which the Ig is eluted, that is, 
from about 0.85M ammonium sulfate to about 0.25M the manual sulfate (see D5, 
Figures 1 and 5). 
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d. Since compounds, which can be separated on an analytical column, can also be 
separated on a preparative column, this distinguishing feature ("preparative") 
cannot be regarded as inventive. The optimization of the conditions of a 
preparative column is a customary exercise for someone skilled in the art, as soon 
as the conditions for an analytical column are known. 

e) The methods of D5 are carried out at 0°C because of the stability of the serum 
components and not because of the somewhat better resolution of the 
chromatogram (see D5, page 236, paragraph 5 and page 239, paragraph 2). 

f) That larger amounts of starting material can be processed than in the case of D5 
is not surprising, because larger column are used 

The object of claims 1 - 7 and 10-17 can therefore not be regarded as inventive 
(Art. 33(2) of the PCT). 

The distinguishing features of the dependent claims 8, 9, 18 - 21 are new. 
Nevertheless, they cannot be regarded as inventive, since they appear to be within 
the scope of the usual activities of someone skilled in the art and do not require 
any inventive activity to be exercised. 

The methods of claims 22 - 26 can be regarded as inventive since such a recycling 
method is not suggested anywhere in the state of the art. 

Regarding Item VIII 

Certain Comments Concerning The International Application 

1. Claim 1 does not meet the requirements of Article 6 of the PCT, because the object 
of the application for protection is not define clearly. In the claim, an attempt is 
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made to define the object by the result, which is to be achieved; with that, 
however, only the objective, which is to be accomplished, is stated. To eliminate 
this deficiency, it appears to be necessary to take up the technical distinguishing 
features, necessary for achieving this result, such as the salt concentration, at 
which the albumin and Ig fractions are eluted, in the claim. 

In addition, the object of claim 1 does not fulfilled the requirement of Article 6 of 
the PCT, because it is not clear whether the words in parenthesis are or are not 
limiting. 

2. The concept of "PPSB, complexes", used in claim 8, does not have a generally 
recognized meaning and leaves the reader uncertain concerning the significance of 
the technical distinguishing feature in question. As a result, the definition of the 
object of this claim is not clear (Article 6 of the PCT), because its meaning (see p. 
9, line 24) is not given in claim 8. 
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Claims 

1 . A method for fractionating plasma or serum, wherein a starting solution, 
containing plasma or serum, is subjected to a hydrophobic interaction chromatography 
without rivanol precipitation and, by using a stepwise salt gradient, (at least) one 
immunoglobulin-containing fraction and one albumin-containing fraction are obtained. 

2. The method of claim 1, wherein a plasma or serum of human or animal 
origin is used as starting material. 

3. The method of claims 1 or 2, wherein an ammonium sulfate gradient is 
used for the chromatography. 

4. The method of claim 3, wherein the chromatography commences at a 
high concentration of ammonium sulfate, which is lowered in the next step of the 
fractionation. 

5. The method of one of the claims 3 or 4, wherein the high concentration 
of ammonium sulfate is between 0.6 and not more than 1.4 moles/L and the low 
ammonium concentration is between 0 and 0.4 moles/L. 

6. The method of one of the claims 3 to 5, wherein the high concentration 
of ammonium sulfate buffer is 0.7 to 1 moles/L, which is lowered to 0 to 0.3 moles/L. 

7. The method of one of the claims 1 to 6, wherein the starting solution and 
the chromatography phase are adjusted to the desired high salt gradient concentration at 
the start of the fractionation. 

8. The method of one of the claims 1 to 7, wherein plasma, from which 

the clotting factors of the PPSB complex were removed by a known procedure, is used as 
starting material. 
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9. The method of one of the claims 1 to 8, wherein clotting factor VIII is 
removed from the starting material by a known procedure, and this starting material is 
used for the preparative fractionation. 

10. The method of one of the claims 2 to 9, wherein polyvalent human 
plasma is used as a starting material. 

1 1 . The method of one of the claims 2 to 9, wherein selected human 
plasma, selected with respect to viral, bacterial or antibodies, directed against cellular 
antigens, is used as starting material. 

12. The method of one of the claims 1 to 11, wherein, after the first 
fraction, two further fractions are obtained by means of step gradients. 

13. The method of claim 12, wherein, after the first fraction, the 
fractionation commences with an ammonium sulfate buffer having a concentration of 0.4 
to 0.1 moles/L, which is then lowered to less than 0.1 to 0 moles/L. 

14. The method of one of the claims 1 to 13, wherein phenyl-substituted or 
alkyl-substituted phases, based on copolymers of glycidyl methacrylate and ethylene 
glycol dimethacrylate, copolymers of polystyrene or divinylbenzene or silica, coated with 
dextran or polymers, are used as hydrophobic interaction phase. 

15. The method of claim 14, wherein copolymers of glycidyl methacrylate 
and ethylene glycol dimethacrylate are used as hydrophobic interaction phase. 

16. The method of claims 14 or 15, wherein the high concentration of 
ammonium sulfate buffer is 0.8 to 1.0 moles/L and the lowered concentration of 
ammonium sulfate is 0.3 to 0 moles/L. 

17. The method of claim 16, wherein the first fraction is obtained at an 
ammonium sulfate concentration of 0.9 moles/L and, after that, a step gradient is 
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employed, the ammonium sulfate concentration initially being 0.3 moles/L and then 
lowered to 0 moles/L. 

18. The method of one of the claims 1 to 17, wherein the first fraction 
obtained is worked up in a known manner and therapeutically usable antithrombin III, 
transferrin and/or albumin are obtained. 

19. The method of claim 18, wherein the first fraction obtained is worked 
up by affinity chromatography followed by anion exchange chromatography and virus 
inactivation as well as the usual filtering, concentrating and sterilizing steps. 

20. The method of one of the claims 1 to 18, wherein the second fraction 
obtained is worked up in a known manner and therapeutically usable immunoglobulin, 
especially IgG, is obtained. 

21. The method of claim 20, wherein the second fraction obtained is 
worked up by anion exchanger chromatography, virus inactivation, octanoic acid 
treatment, as well as cation exchanger chromatography and the usual filtering, sterilizing 
and concentrating steps into a compatible immunoglobulin G preparation. 

22. A recycling method for fractionating plasma or serum of one of the 
claims 1 to 16, wherein a starting solution, containing plasma or serum, is 
chromatographed on a preparative scale without initial rivanol precipitation with a 
stepwise salt gradient with hydrophobic interaction chromatography and, by such a 
procedure, at least one immunoglobulin-containing fraction and one albumin-containing 
fraction are obtained and the permeate is then supplied from the first albumin fraction 
obtained continuously to the ammonium sulfate buffer reservoir with the buffer solution 1 
with an ammonium sulfate concentration of the first high step, the first fraction obtained is 
collected continuously, the second immunoglobulin-containing-fraction is eluted by 
preparing a mixed buffer from the buffer solution 1 and an ammonium sulfate-free buffer 
solution 2 or by using only the buffer 2 with the low ammonium sulfate concentration of 
the 2 nd step and removed continuously. 
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23. The method of claim 22, wherein, after the first fraction is eluted, the 
chromatographic column is treated with a step gradient and a second and third fraction are 
obtained in this manner. 

24. The method of one of the claims 22 or 23, wherein, after each recycling 
cycle, the interaction chromatography phase is treated with sodium hydroxide solution 
from a reservoir 3. 

25. The method of one of the claims 22 to 24, wherein the first fraction 
obtained is worked up in a known manner and therapeutically usable antithrombin III, 
transferrin and/or albumin are obtained. 

26. The method of one of the claims 22 to 24, wherein the second fraction 
obtained is worked up in a known manner and therapeutically usable immunoglobulin, 
especially IgG, is obtained. 

27. The use of an immunoglobulin preparation or an antithrombin III, 
albumin or transferrin preparation, obtained according to the method of one the claims 1 
to 26, for therapeutic application. 
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Verfahren zur chromatographischen Fraktionierung von Plasma Oder Serum, so 
erhaltene Praparate und deren Verwendunq 

Die Erfindung betrifft das in den Anspruchen beschriebene Verfahren zur chromatogra- 
15 phischen Fraktionierung von Plasma oder Serum, insbesondere Humanplasma/ -Serum an 
einer hydrophoben Interaktionsphase mittels eines stufenweisen Salzgradienten sowie die 
daraus hergestellten Proteinpraparate und deren Verwendung. 

20 Erste Versuche zur industriellen Fraktionierung von Humanplasma wurden schon in den 
40iger Jahren durchgefuhrt Die hierbei angewahdte Methode basiert auf der Fallung von 
Proteinfraktionen mittels Alkohol, wobei durch Variation von pH, lonenstarke, Temperatur und 
Alkoholkonzentration in diesen Fraktionen verschiedene Plasmaproteine in angereicherter 
Form erhalten werden. 

25 

Von besonderer Bedeutung fur die therapeutische Anwendung sind die nach diesem Prozess 
gewonnenen Fraktionen, die Immunglobuline und Albumin enthalten, Eine Ubersicht uber o. g. 
Methoden ist den Ubersichtsartikeln (J.E. More, MJ. Harvey, Blood Separation and Plasma 
Fractionation, Wiley-Liss, New York 1991, 261-306 und P. Kistler, H. Friedli, Methods of 
30 Plasma Protein Fractionation, Academic Press, London, 1980, 3-15) zu entnehmen. 

Neben Alkohol werden auch andere Fallreagenzien, wie Ammoniumsulfat und Polyethylen- 
glycol, zur Gewinnung von Plasmafraktionen eingesetzt (A.P. Phillips, K.L Martin, W.H. 
Horton, The choice of methods for immunoglobulin IgG purification: Yield and Purity of 
35 Antibody Activity, J. of Immunological Methods, 74 (1984) 385-393, A. Poison et al., The 
Fractionation of Protein Mixtures by Linear Polymers of High Molecular Weight, Biochem. 
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Biophys. Acta, 82 (1964) 463-475; P.D. Gorevic et. al., Methods in Enzymology, Vol. 116, 
1985, 3-25; DE 2936047C2). 

Prinzipiell weisen alle Fallmethoden zur Isolierung von Plasmaproteinen einige Nachteile auf. 
5 Die zur Fallung eingesetzten Agentien bewirken eine partielle Denaturierung der separierten 
Proteine. Dies ist an der Bildung von Aggregaten und damit verbundenen Unvertraglichkeiten 
bei der therapeutischen Anwendung zu erkennen. Um aus den so gewonnenen Protein- 
fraktionen vertragliche Praparate zu erhalten, sind weitere aufwendige Reinigungsschritte 
notwendig. 

10 

Ein weiterer Nachteil der Methoden besteht darin, dass Fallungsreaktionen, speziell bei so 
komplexen Gemischen wie Humanplasma, niemats quantitativ veriaufen. Dies und die zu- 
satzlich notwendigen Reinigungsschritte fuhren zu betrachtlichen Ausbeuteverlusten. 

15 Diese Verfahren steilen somit keine optimale Nutzung des wertvollen Ausgangsmaterials, 
insbesondere von Humanplasma Oder Humanserum dar. 

Aus diesem Grunde wurden Versuche unternommen, die Plasmafraktionierung mit schonen- 
deren Methoden und hoheren Ausbeuten durchzufiihren. Hierzu bieten sich adsorptive Me- 
20 thoden an. 

Spezielle Eigenschaften der Proteine, wie Ladung, Hydrophobizitat, GroBe und charakteristi- 
sche Bindungseigenschaften werden dazu genutzt, um eine Bindung der Proteine an ge- 
eignete Liganden zu bewirken. 

25 Besonders vorteilhaft ist es, wenn diese Liganden an einen wasserunloslichen stationaren 
Trager gebunden sind. Die Bindung der Proteine an den substituierten Trager kann im Batch- 
oder als saulenchromatographisches Verfahren durchgefuhrt werden, wobei sich die 
chromatographische Methode als besonders vorteilhaft erweist. Zur chromatographischen 
Isolierung von Plasmaproteinen wurden Anionen- und Kationenaustauscher, Affinitats- und 

30 hydrophobe Phasen sowie ausschluBchromatographische Materialien eingesetzt. 

Diese chromatographischen Methoden wurden bisher in erster Linie zur Feinreinigung von 
gefallten Plasmafraktionen verwendet. 

35 Im Folgenden sind einige Beispiele aufgelistet. 
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In der EP 0447585B1 ist die isolierung von Immunglobulin G aus Cohn Paste II beschrieben. 

EP 0352500B1 beinhaltet die Hersteilung von Immunglobulin M aus mit Alkohol prazipitierter 
Paste III. 

5 

Transferrin (DE 3733181C1), (^-Antitrypsin (EP 0717049A1, US 5,610,285) und Antithrom- 
bin III (EP 0844254A2) konnep mit Hilfe unterschiedlicher chromatographischer Methoden aus 
Cohn-Paste IV isoliert werden. 

10 Cohn-Paste V dient als Ausgangsmaterial fur die chromatographische Albumin-Herstellung 
(EP 0792887A1) sowie zur Aufreinigung von cd-saurem Glycoprotein (US 5,739,293). 

Ebenso konnen alkoholhaltige Uberstande der Cohn-Fraktionierung als Ausgangsmaterial fur 
eine chromatographische Albumin-Herstellung eingesetzt werden (EP 0402205B1). 

15 

Eine Kombination von Alkoholfallung und Chromatographic zur Gewinnung von Plasma- 
proteinen ist in US 5,138,034 beschrieben. 

Auch die direkte Gewinnung von Immunglobulin G und Albumin aus Humanplasma, ohne 
20 vorherige Fallung und Abtrennung eines Prazipitates, mittels lonenaustauschchromatographie 
ist in DE 364051 3C2 und WO 94/29334 beschrieben. 

Eine Ubersicht uber die Anwendung chromatographischer Methoden zur Gewinnung von 
Proteinen aus Humanplasma findet sich in: J.M. Curling, Separation of Plasma Proteins, 
25 Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden, 1993. 

Wie schon oben erwahnt, weisen alle beschriebenen Verfahren entscheidende Nachteile auf 
So fuhren alle uber Fallreaktionen gewonnenen Plasmaproteine zu erheblichen Ausbeu- 
teverlusten und erfordern aufwendige zusatzliche Reinigungsschritte, um die therapeutische 
30 Anwendung zu ermoglichen. Aulierdem ist ein grolier technischer Aufwand zur Kuhlung der 
Reaktionsgefalie, Zentrifugen oder Filter notwendig. 



Die mittels lonenaustauschchromatographie aus Plasma gewonnenen Produkte erfordern 
eine aufwendige Vorkonfektionierung des Humanplasmas. 
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Zur Durchfuhrung der lonenaustauschchromatographie mufi das Plasma auf eine definierte, 
niedrige lonenstarke eingestellt werden. Dies kann durch Verdunnen oder durch Umpufferung 
erreicht werden. 

5 Hierbei entstehen grofle Volumina, die im technischen Malistab die Menge des zu prozes- 
sierenden Plasmas limitieren. Daruber hinaus mufi durch einen zusatzlichen Schritt vor der 
Chromatographic das im Humanplasma enthaltene Fibrinogen entfernt werden, urn ein Ver- 
blocken der Saule zu verhindern. 

10 S. Coheen et al. beschreiben in J. of Chromatography, 326 (1985), 235-241 ein Verfahren zur 
Fraktionierung von Humanserum. Dabei wird eine Bio-Gel TSK Phenyl-5PW-Saule mit der 
Ausgangslosung bestiickt und anschlieBend bei 0°C mittels eines linearen Ammoniumsulfat- 
salzgradienten in 0,1 M Natriumphosphatpuffer eluiert. Eine solche lineare Eluierung kann nur 
im analytischen Malistab vorgenommen werden, da ansonsten bei Auftragen der 

1 5 Ausgangslosung und Anwendung der genannten Anfangskonzentration von 1 ,7 M die Saule 
verstopfen wurde, wenn man im praparativen Malistab arbeiten wurde. Dariiberhinaus muli 
bei 0°C gearbeitet werden, urn die Auflosung des Chromatogramms zu verbessern. Eine 
solche Verfahrensweise ist auf einen Prozess im praparativen Umfang wegen des 
technischen Aufwands nicht ubertragbar. 

20 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein im technischen Malistab wirtschaftlich 
durchfuhrbares Verfahren zur Fraktionierung von Plasma, insbesondere Humanplasma, oder 
Serum, insbesondere Humanserum, bereitzustellen, das in hohen Ausbeuten native, 
unmodifizierte Plasmaproteine liefert Hierbei sollte ein Prazipitieren und Auflosen von 
25 therapeutisch relevanten Proteinen uberwiegend vermieden werden und der Prozess bei 
Raumtemperatur abtaufen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemali dadurch geldst, dali man das Plasma oder Serum, 
insbesondere humanen Ursprungs, bevorzugt ein von Gerinnungsfaktor VIII und/oder den 
30 Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes befreites Plasma oder Serum, insbesondere 
humanen Ursprungs an einer hydrophoben Phase unter Anwendung eines stufenweisen 
Salzgradienten chromatographiert. Als Salz eignet sich insbesondere Ammoniumsulfat. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass mit Hilfe der hydrophoben Interaktions- 
35 chromatographic Plasma oder Serum in wenigstens eine Immunglobulin- und eine Albumin- 
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haitige Fraktion im praparativen Ma&stab getrennt werden kann, wobei die Chromatographie 
bei Raumtemperatur, ohne aufwendige Kuhlvorrichtungen, durchgefuhrt werden kann. 

Im folgenden wird das erfindungsgemalie Verfahren naher erlautert. 

5 

1. Fraktionierunq 

Erfindungsgemali kann (Human-)Plasma oder (Human-)Serum verwendet werden, welches 
von Gerinnungsfaktoren befreit sein kann. Daruberhinaus kann auch tierisches Plasma Oder 

10 Serum mit oder insbesondere ohne Gerinnungsfaktoren eingesetzt werden. Das 

Ausgangsmaterial kann sowohl von normalen Spenderpools als auch von ausgewahlten 
(selektierten) Spendern mit hohen Antikorpertitern gegen virale, bakterielle oder zellulare 
Antigene gewonnen werden. Bei selektiertem Ausgangsmaterial ( Hyperimmunglobulin ) wird 
bevorzugt solches mit hohen Titern gegen CMV, Hepathitis B, Varicella, Tetanus oder Anti-D 

15 gewahlt. 

Vorzugsweise wird als Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemalie Verfahren ein von den 
o.g. Gerinnungsfaktoren befreites Plasma, insbesondere Humanplasma oder -serum 
eingesetzt. Die Abtrennung der wertvollen Gerinnungsfaktoren aus Plasma, die selbst von 
20 groftem therapeutischen Nutzen sind, ist bekannt. 

So wird beispielsweise das aus einem Auftauprozess gewonnene Kryoprazipitat als 
Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Faktor Vlll-Konzentrat verwendet und die 
Faktoren II, VII, IX und X (PPSB-Komplex) werden durch Adsorption an einen 
25 Anionenaustauscher isoliert und in gereinigter Form ebenfalls therapeutisch eingesetzt. 

Zur Gewinnung des bevorzugten Ausgangsmaterials fur das erfindungsgemalie Verfahren 
kann daher insbesondere ein nach den Richtlinien des Blutspendewesens mittels 
Plasmapherese gewonnenes Plasma bei + 4°C aufgetaut und das Kryoprazipitat durch 
30 Zentrifugation entfernt werden. Hieraus kann Faktor VIII hergestellt werden. 

Die Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes werden durch Adsorption an einen 
Anionenaustauscher, z. B. einen mit Diethylaminoethyl-Gruppen substituierten, vernetzten 
, Dextran (wie z.B. DEAE-Sephadex® A50) abgetrennt. 

35 Dem Ausgangsmaterial, mit oder ohne Gerinnungsfaktoren, wird vorzugsweise pro Liter soviel 
Gradientensalz, im Falle von Ammoniumsulfat soviel festes Ammoniumsulfat zugefugt, da(i 
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nach mehreren Stunden r z.B. 3-20, Ruhren bei Raumtemperatur, ggf. nach Zugabe von 
Wasser fur Injektionszwecke die Leitfahigkeit einer entsprechenden Salz- insbesondere 
Ammoniumsulfat-Losung, vorliegt, die fur den Chromatographiebeginn, entsprechend der 
gewahlten Anfangskonzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsuifat, vorgesehen ist. 
5 Nach Zugabe von 0,5-5 % Filterhilfsmittel, z.B. Standard Super Cell Oder anderer geeigneter 
Filterhilfsmittel wie z.B. Perlite, Harbolite Oder Celite, wird die Losung filtriert. 
Das Filtrat wird als Ausgangsiosung far die Chromatographie eingesetzt. 
Die hydrophobe Interaktionsphase wird dabei vorzugsweise auf die gewunschte 
Ausgangskonzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsuifat entsprechend der gewahlten 
1 0 Konzentration in der Ausgangsiosung aquilibriert. 

Die chromatographische Trennung beruht auf der Wechselwirkung von hydrophoben 
Domanen der Proteinmolekule mit hydrophoben Gruppen auf der stationaren chromato- 
graphischen Phase. Unter physiologischen Bedingungen sind die hydrophoben Gruppen der 
15 Proteinmolekule nicht frei zuganglich, so dass eine Bindung an eine hydrophobe Inter- 
aktionsphase nicht stattfindet. Durch Hinzufugen des Salzes, insbesondere von 
Ammoniumsuifat wird die Hydrathulle des Proteins verringert, damit stehen die hydrophoben 
Domanen fur eine hydrophobe Interaktion zur Verfugung. 

20 Die Hydrophobizitat der stationaren Phase wird erfindungsgemalS somit so gewahlt, dass eine 
Wechselwirkung bestimmter Proteine mit der Phase stattfinden kann. Die Bindung an die 
Phase hangt einerseits von der Hydrophobizitat der chromatographischen Matrix, andererseits 
von der Salz- insbesondere der Ammoniumsulfatkonzentration der Losung ab. Da bei hohen 
Salz- insbesondere Ammoniumsulfatkonzentrationen eine Prazipitation der Proteine erfolgt, 

25 wird die Salz-z.B. die Ammoniumsulfatkonzentration entsprechend der Hydrophobizitat der 
chromatographischen Phase so gewahlt, dass die gewunschten Wechselwirkungen bei einer 
Salz- bzw. Ammoniumsulfatkonzentration, die uberwiegend nicht zur Prazipitation fuhrt, 
stattfinden. 

30 Dies ergibt sich beispielsweise aus Tabelle 1 , worin in Abhangigkeit von der 

Ammoniumsulfatkonzentration der Anteil an noch in Losung befindlichen Proteinen 
angegeben ist. Bei Werten von 1,4 Mol/I Ammoniumsuifat und dariiber wird kein 
befriedigendes Ergebnis erhalten. 

35 Somit zeigt sich, dali die Konzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsuifat < 1,4 Mol/I 
sein sollte. 
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Zur wirksamen Trennung von Immungiobulin- und Albuminfraktion wird dementsprechend 
vorzugsweise bei einer Ammoniumsutfatkonzentration von < 1,4 Mol/I, auf die 
gewtinschtenfalls die Chromatographie-Phase und die Ausgangslosung eingestellt wird, 
5 begonnen, vorzugsweise mit einem Puffer dieser Salzkonzentration nachgewaschen und 
nachfolgend die Ammoniumsulfatkonzentration gesenkt. 

Besonders bevorzugt wird die Trennung vorgenommen, wenn die hohe Konzentration 0,6 bis 
< 1,4 Mol/I, vorzugsweise bis 1,3 Mol/I, insbesondere 0,6 bis 1,2 Mol/I, ganz besonders 0,7 bis 
10 1 Mol/I, insbesondere 0,8 bis 0,9 Mol/I, und die abgesenkte Konzentration 0,4 bis 0 Mol/I, 
insbesondere 0,3 bis 0 Mol/I betragt. 

Bei einem solchen Konzentrationsgefalle wird zunachst eine Albumin-haltige Fraktion und 
dann eine Immunglobulin-haltige Fraktion erhalten. Letztere kann noch Lipide enthalten, die 

15 vorteilhafterweise entfernt werden. Hierzu kann im zweiten Schritt eine weitere 

Konzentrationsstufe des Ammoniumsulfats eingesetzt werden, z.B. durch Beginn bei 0,4, 
insbesondere 0,3 Mol/I, bis 0,1 Mol/I , insbesondere 0,3 bis 0,15 Mol/I, ganz besonders bei 0,3 
Mol/I und anschlielJende Absenkung auf kleiner 0,1 Mol/I bis 0 Mol/L Dabei werden die Lipide 
erst bei der niedrigsten, ggf. Null ( 0 Mol/I )-Konzentration von der Phase entfernt und damit 

20 aus der Immunglobutinfraktion, die die Phase bei hoheren Ammoniumsulfatkonzentrationen 
verlalJt, abgetrennt. 

Bei der Chromatographie werden die ublichen Bedingungen, die fOr solche Phasen bekannt 
sind, eingehalten, wie z.B. pH-Wert (z.B. 7,0), Natrium(hydrogen)Phosphatpuffer oder 
25 Trishydroxymethylaminomethan als Elutionsmittel. Phosphatpuffer sind besonders bevorzugt 
(z.B. 0,01 M NaH 2 P0 4 ). 

Als hydrophobe Interaktionsphasen, sind fur den erfindungsgemalien Prozess die bekannten 
Materialien geeignet. Hierzu gehdren z.B. Phenyl- oder Alkyl-substituierte Phasen auf der 
30 Basis von Copolymeren aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat, 

Copolymere aus Polystyrol und Divinylbenzol oder mit Dextran oder Polymeren gecoatete 
Kieselgele. 

Als besonders geeignet erwiesen sich Alkyl- und ganz besonders Phenyl-substituierte 
35 Copolymere aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycoldimethacrylat. 
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® ® 
Diese sind unter den Handelsnamen TSK-Phenyl 5PW und Toyopearl-Phenyl 650 

kommerziell erhaltlich. 

Hierfur kann erfindungsgemaB beispielsweise eine Anfangs-Ammoniumsulfatkonzentration 
von 0.7 bis 1,0 Mol/I, vorzugsweise von 0,8 bis 1.0 , insbesondere 0,9 Mol/I, fur die 
chromatographische Separation gewahlt werden. 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, fuhrt die chromatographische Trennung an TSK-Phenyl 
5PW® bei solchen Konzentrationen zu besonders guten Ergebnissen. 

So kann. wie oben beschrieben, die auf eine Ammoniumsulfatkonzentration von 0,9 Mol/I 
eingestellte Ausgangslosung auf die aquilibrierte hydrophobe Chromatographiephase 
aufgetragen werden.Bei dieser Salzkonzentration erhalt man eine Fraktion 1, die die Phase 
ungebunden passiert. Die gebundenen Proteine werden mit 0.01 Mol/I Natriumphosphat, 
pH 7.0 als Fraktion 2 von der Phase abgelost, d.h. die Ammoniumsulfatkonzentration wird hier 
auf 0 Mol/I abgesenkt. 

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung der erhaltenen chromatographischen Fraktionen 
dargestellt. 

Wie hieraus ersichtlich ist. erhalt man eine Fraktion 1, die als Albuminfraktion bezeichnet wird 
und die in der Zusammensetzung einem Uberstand ll/lll der Alkoholfraktionierung nach Cohn 
sehr ahnlich ist. Sie enthalt die wichtigen Proteine Albumin, Transferrin, Antithrombin III und 
a-Antitrypsin. 

In der Fraktion 2 sind fast quantitativ alle Immunglobuiine enthalten und ahnelt daher der nach 
dem Kalte-Athanol-Verfahren erhaltenen Zusammensetzung einer Paste ll/lll. 

Wie aus Tabelle 3 weiter zu ersehen, sind in der Fraktion 2 auch alle Lipide und Lipoproteine 
enthalten. Diese kdnnen die Weiterverarbeitung der Fraktion 2 zu therapeutisch anwendbaren 
Proteinlosungen erschweren. so dass es sich als vorteilhaft erwiesen hat, einen weiteren 
Elutionsschritt zur Gewinnung einer 3. Fraktion in den Prozess zu integrieren. 
Hierzu kann nach Gewinnung der Fraktion 1 bei der hdchsten Konzentration, z.B. 0,9 Mol/I 
Ammoniumsulfat begonnen und dann mit einem Stufengradienten weitergearbeitet werden. 
Beispielsweise kann bei 0,3 Mol/I Ammoniumsulfat die Fraktion 2 isoliert werden. 

Diese immunglobulinhaltige Fraktion 2 unterscheidet sich in der Proteinzusammensetzung 
nicht von der oben beschriebenen Fraktion (Tabelle 3. Fraktion 2). aulier, dass der Gehalt an 
Lipoproteinen kleiner 5 % ist. 
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Die Lipoproteinfraktion bleibt bei 0,3 Mol/I und hoheren Ammoniumsulfatkonzentrationen an 
die Chromatographiephase gebunden und kann mit 0,01 Mol/I Natriumphosphat, pH 7,0 als 
Fraktion 3 von der Phase eluiert werden, d.h. hier wird die Ammoniumsulfatkonzentraion auf 0 
Mol/I abgesenkt. 

5 

Vorzugsweise werden somit 3 Fraktionen bei der erfindungsgemaRen hydrophoben Inter- 
aktionschromatographie separiert, namlich zunachst die Albuminfraktion, dann die 
Immunglobulinfraktion und dann die Lipoproteinfraktion. 

10 Schematisch ist der erfindungsgemaBe Prozess in Abbildung 1 dargestellt. 

2. Rezyklisierunq 

Bei der grofttechnischen Anwendung des Verfahrens werden Puffersalz- wie 
15 Ammoniumsulfat-haltige Pufferlosungen in betrachtlichen Mengen benotigt. Urn diesen 
Verbrauch moglichst zu minimieren, wird erfindungsgemali ein Rezyklisierungsverfahren 
angewendet, wie in Abbildung 2 dargestellt. 

Dabei kann der auf die gewunschte Konzentration eingestellte z.B. Ammoniumsulfatpuffer 1 
20 (hohe Konzentration) als Permeat aus der gewonnenen ersten Fraktion z.B. mittels geeigneter 
Ultrafiltrationsmembranen ruckgefuhrt werden, wahrend die erste Fraktion kontinuieriich 
gesammelt und ankonzentriert wird. Zwecks Abtrennung der zweiten und ggf. dritten Fraktion 
wird dann ein Puffer mit der jeweils gewunschten Konzentration durch Mischen des 
Ammoniumsulfatpuffers 1 und einem Nicht-Gradientensalz, d.h. Nicht-Ammoniumsulfatpuffer 
25 2 Oder durch alleinigem Einsatz des Puffers 2 abgesenkt wie erfindungsgemali angegeben 
und die zweite bzw. dritte Fraktion abgetrennt, je nachdem wie viele Fraktionen gewunscht 
sind. 

Vorzugsweise werden, wie oben beschrieben, drei Fraktionen hergestellt durch Anwendung 
30 eines Stufengradienten nach Abtrennung der Fraktion 1, wobei die vorstehend angegebenen 
Ammoniumsulfatkonzentrationen gewahlt werden. 

Das kontinuierliche Ankonzentrieren der Fraktionen kann z.B. mittels Ultrafiltration erfolgen. 

35 Es wird ferner bevorzugt, die Chromatographiephase nach je einem Zyklus mit Natronlauge 
aus einem Vorratsbehalter 3 zu reinigen, wobei gleichzeitig eine Sterilisation erfolgt. 
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Beispielsweise kann nach der Beladung der Saule mit der auf einem Puffer 1 eingesteliten 
und filtrierten Plasmaprotein-Losung zur Gewinnung der Fraktion 1 mit Puffer 1 (z.B. 0,9 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 pH 7,0) nachgewaschen werden, urn die gesamte 
5 Fraktion 1 zu gewinnen.Die so gewonnene Fraktion 1 wird aufgefangen und kontinuierlich 
uber eine Ultrafiltrationseinheit mit einem cut off von 10 KD ankonzentriert. Das hierbei 
gewonnene Permeat wird in den Vorratskessel fur Puffer 1 zuruckgefuhrt. 

Zur Elution der Fraktion 2 wird die Salz- bzw. Ammoniumsulfatkonzentration wie angegeben 
10 abgesenkt, wobei beispielsweise ein Mischpuffer hergestellt werden kann Oder ein Puffer 2, 
welcher kein Salz, z.B. Ammoniumsulfat enthalt, allein gewahlt wird, je nachdem, wie viele 
Trennstufen gewunscht sind. 

Bei einem Stufengradient konnen, beispielsweise zur Elution der Fraktion 2, die Puffer 1 
15 (0,9 Mol/I Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0) und Puffer 2 (0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , 
pH 7,0) online im Verhaltnis z.B. 1:3 gemischt werden. Dieses Mischungsverhaltnis ergibt 
einen Elutionspuffer fur die Fraktion 2 mit der gemischten Konzentration z.B. von 0,3 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0. 

Die gesammelte Fraktion 2 wird ebenfalls online uber eine Ultrafiltrationseinheit mit einem cut 
20 off von 10-30 KD ankonzentriert. Das hierbei anfallende Permeat wird verworfen. 

Mit Puffer 2 (0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 7,0) werden sodann die Lipoproteine von der 
hydrophoben Phase losgelost und verworfen. 

25 Dieses Verfahren kann unter Anderungen der Puffer/Salz-konzentrationen und 

Mischverhaltnisse im erfindungsgemaften jeweils gewunschten Bereich und ublichen, dem 
Fachmann fiir die genannten Chromatographiephasen bekannten Bedingungen variiert 
werden. So kann z.B. bei einer Puffer 1 -Konzentration von 1 Mol/I mit Puffer 2 eine 1:1-1:5 
etc. Mischung hergestellt werden. 

30 

Beim Prozessieren von groften Mengen werden mehrere chromatographische Zyklen 
durchgefuhrt. 

Vorzugsweise wird daher nach jedem Separationszyklus die hydrophobe Phase mit 1,0 Mol/I 
NaOH gereinigt und gleichzeitig sterilisiert. Die Natronlauge befindet sich im Vorratsbehalter 
35 3. 
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3. Weiterverarbeitunq 

Die nach dem erfindungsgema&en Verfahren an der hydrophoben Phase gewonnenen 
Fraktionen 1 und 2 konnen nach bekannten Verfahren, wie z.B. denen in den eingangs 
erwahnten Druckschriften beschriebenen zu therapeutisch anwendbaren hochreinen 
Plasmaprotein-Losungen weiterverarbeitet werden. Solche Praparate werden bei jeweiligen 
Mangel- Oder Krankheitszustanden eingesetzt, z.B. konnen bei Infektionen Praparate, die aus 
seiektiertem Ausgangsmateriai erfindungsgemall hergestellt wurden, wie z.B. solche 
enthaltend anti-CMV Oder anti-HBs, anti-Varicella, Tetanus oder Anti-D bei entsprechender 
Infektion verabreicht werden. 

Mengen und Abreichungsform sind hierbei jeweils bekannt, z.B. als Injektionen oder i.m.- 
Injektion oder i.v.-lnfusion, wobei die pharmazeutische Zusammensetzung neben dem 
Wirkstoff die bekannten Hilfsstoffe aufweisen konnen. Hierzu gehbren z.B. Elektrolyte, 
Aminosauren oder Zucker. 

a) Immunglobulin G 

Beispielsweise kann aus der Immunglobulinfraktion (Fraktion 2) ein L v. vertragliches, 
insbesondere Immunglobulin G hergestellt werden. Hierzu konnen bekannte Methoden wie 
schon in DE 364051 3C2 sowie EP-B 447 585 beschrieben, angewandt werden. Diese 
Verfahrensweise ist in Abbildung 3 dargestellt und umfaftt im wesentlichen 
Anionenaustauscherchromatographie, ggf. Virenfiltration, Octansaurebehandlung, 
Kationenaustauscherchromatographie und ubliche Konzentrations-, Filiations- und 
Sterilisationsschritte. 

So kann die ankonzentrierte Fraktion 2 von der hydrophoben Interaktionschromatographie 
z.B. mittels Diafiltration auf 0,05-0,10 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, vorzugsweise auf 0,06 Mol/I 
NaH 2 P0 4t pH 6,5, umgepuffert werden. 

Zur weiteren Aufarbeitung wird diese Losung einer Anionenaustauschchromatographie 
unterworfen. Hierzu wird der Anionenaustauscher mit 0,01-0,05 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, 
vorzugsweise mit 0,03 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, aquilibriert und die diafiltrierte Proteinlosung 
mit Wasser fur Injektionszwecke (WFI) verdunnt, so dass auch hier eine Salzkonzentration 
von 0,01-0,05 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 6,5, vorzugsweise mit 0,03 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, vorliegt. 
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Unter diesen Bedingungen passiert eine Immunglobulin G-Rohfraktion ungebunden die Saule, 
wahrend alle anderen Proteine an die chromatographische Phase binden. 

Mit einem Puffer hoher Salzkonzentration (0,02 Mot/I NaH 2 P0 4 , 1,0 Mol/I NaCI, pH 6,5) 
5 werden die gebundenen Proteine eluiert 

Die Immunglobulin-G Rohfraktion wird gegebenenfalls uber einen Virenfilter filtriert, mittels 
Ultra-/Diafiltration ankonzentriert und auf 0,01-0,05 Mol/I Natriumacetat, pH 5,5, vorzugsweise 
0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,5, umgepuffert 

10 

Diese eingestellte Rohfraktion besteht aus > 99 % Immunglobulin-G, ist jedoch mit 
proteolytischen Enzymen verunreinigt. 

Diese konnen gemaft EP 0447585B1 mit Oktansaure entfernt werden. Hierzu wird die 
15 konditionierte Losung mit 0,4 bis 1,5 Vol%, vorzugsweise 0,8 bis 1,0, insbesondere 0,8 % 
Oktansaure behandelt und unter Zusatz von CaCI 2 filtriert. 

Anschlieliend erfolgt eine Virusinaktivierung mit 0,3 % Tri-n-butylphosphat und 1 % Tween 80. 
Nach Abschlufc der Reaktionszeit wird die Losung auf eine Leitfahigkeit eines 0,02 Mol/I 
Natriumacetat, pH 5,0,-Puffers mit Wasser fur Injektionszwecke eingestellt. 

20 

Die Agentien der Oktansaurebehandlung und Virusinaktivierung sowie die in der Losung 
enthaltenen igG-Aggregate werden durch Chromatographic an einem Kationenaustauscher 
entfernt. Hierzu tragt man die eingestellte Immunglobulin G-L6sung auf den aquilibrierten 
Kationenaustauscher auf, wascht mit 0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,0, die Agentien aus und 
25 eluiert die Immunglobulin G-Wertfraktion mit einem Puffer, bestehend aus 0,02 Mol/I 
Natriumacetat, 0,3 Mol/I Natriumchlorid, pH 5,0. Die Reinigung der Saule erfolgt durch 
0,02 Mol/I Natriumacetat, 1,0 Mol/I Natriumchlorid, pH 5,0 und 1,0 Mol/I NaOH. 

Die Immunglobulin G-Fraktion wird gegen 0,3 Mol/I Glycin, pH 5,0 diafiltriert und auf eine 
30 Proteinkonzentration von 50 g/l ankonzentriert. 

Analog kann das hochreine, iv-vertragliche IgG-Praparat auch nach anderen bekannten 
Verfahren aufgearbeitet werden. 

35 Die so hergesteliten intravenos vertraglichen Immunglobulin G-Praparate weisen gegenuber 
herkommlichen Losungen, die ublicherweise durch Prazipitationen aus Plasma gewonnen 
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werden, einige Vorteile auf. So entspricht beispielsweise die IgG-Subklassenzusammen- 
setzung der naturlichen, im Plasma vorkommenden Verteilung. Der IgA-Gehalt ist kleiner 
0,15 % und der IgM-Gehalt kleiner 0,02 % des Gesamtproteingehaltes. Der Anteil an IgG- 
Aggregaten ist kleiner 0,25 %. Mogliche, zu Unvertragiichkeitsreaktionen fuhrende 
5 Verunreinigungen, wie Prekallikreinaktivator, Prekallikrein, Kallikrein, Kininogen, Plasmin, 
Plasminogen und Faktor XI sind nicht nachweisbar. Alle anderen analytischen Parameter 
entsprechen der Europaischen Pharmakopoe fur i. v. Immunglobulin G-Praparate. 

Somit weist das so gewonnene Praparat alle erforderlichen Kriterien auf und unterscheidet 
10 sich von dem bekannten Produkt zum einen durch den hoheren IgG-Anteil und ferner 
hinsichtlich der Subklassenzusammensetzung. 

b) Albumin. Antithrombin 111. Transferrin 

15 Aus der erfindungsgemali hergestellten Fraktion 1 lassen sich beispielsweise Antithrombin-lll 
(AT-III), Transferrin und Albumin gewinnen. 

Ein entsprechendes Verfahren ist in Abbildung 4 dargestellt und umfafit im wesentlichen 
Affinitatschromatographie, Anionenaustauscherchromatographie, Virusinaktivierung sowie 
20 ubliche Filtrations-, Konzentrations- und Sterilisationsschritte. 

So la&t sich aus der ultra- und diafiltrierten Fraktion 1 mittels Affinitatschromatographie an 
einem Heparintrager Antithrombin III aus diesen enthaltenden Ausgangsprodukten gewinnen. 
Eine solche Vorgehensweise ist in der EP-A 844 254 als Vorreinigungsstufe zur Gewinnung 

25 von von Unreinheiten befreitem Antithrobin III beschrieben, wobei dort anschlieSend eine 
Hitze- und/oder Metallchelatbehandlung erfolgt. Im erfingungsgemafien Verfahren kann die 
Affinitatschromatographie somit ebenfalls durchgefuhrt werden, wobei hier eine niedrig 
konzentrierte Kochsalzlosung wie z.B. 0,1 bis 0,2 Mol/I Natriumchlorid zur Bindung von 
Antithrobin III und eine hohere Kochsalzkonzentration wie z.B. 1,0 bis 2,0 Mol/I Natriumchlorid 

30 zur Eluierung fuhren. So kann man die Fraktion 1 auf ein Puffermilieu von 0,02 Mol/I, 
NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0, einstellen und tragt auf die Affinitatsphase auf. 

Albumin und Transferrin passieren die Saule ungebunden. Man wascht die Saule mit 
0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 0,4 Mol/I NaCI, pH 7,0 und eluiert anschlieflend das an den 
35 Heparintrager gebundene AT-III mit 0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 2,0 Mol/I NaCI, pH 7,0. Die 

gewonnene AT-III Losung wird auf physiologische Bedingungen umgepuffert und kann nach 
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bekannten Methoden, wie z. B. Virusfiltration und Pasteurisierung zu einem therapeutisch 
anwendbaren Praparat weiterverarbeitet werden. 



Die Albumin und Transferrin enthaltende Durchlauffraktion der Affinitatschromatographie kann 
5 gemali DE 3733181C1 zu Transferrin und gemaB EP 0402205B1 Oder EP 0792887A1 zu 
Albumin aufgetrennt werden. 

So kann beispielsweise nach Umpufferung der o. g. Durchlauffiltration der Affinitats- 
chromatographie auf 0,02 Mol/I Tris, 0,030 Mol/I NaCI, pH 7,0, die Losung auf einen 
Anionenaustauscher aufgetragen werden. Das Transferrin wird als Durchlauffraktion 

10 aufgefangen und mittels bekannter Methoden virusinaktiviert und weiterverarbeitet. Die vom 
Anionenaustauscher anschlie&end mit 0,02 Mol/I Tris, 1,0 Mol/I NaCI, pH 7,0, eluierte 
Albuminfraktion kann beispielsweise auf eine Leitfahigkeit von 1,8 mS/cm mit einem 
Natriumacetatpuffer, pH 6,0, eingestellt und erneut einer Anionenaustauschchromatographie 
unterzogen werden. Durch Umstellen des pH-Wertes auf 5,2 werden eventueli vorhandene 

15 Spuren von Transferrin entfernt. Die Elution des Albumins vom Anionenaustauscher erfolgt 
bei pH 4,5 und einer Leitfahigkeit von 1,8 mS/cm. Die Weiterverarbeitung zu einem 
therapeutisch anwendbaren Albuminpraparat erfolgt nach bekannten Methoden. 

Fur alle in den obengenannten Verfahren angewandten chromatographischen Schritte werden 

20 bekannte Materialien verwendet. 

Als Kationenaustauscher konnen z.B. CM-Accell®, SP-Spherodex®, SP-Trisacryl-LS® oder 
Fraktogel-TSK-SP 650®, Poros HS® oder S-HyperDF® oder SOURCE-30S®, CM-HyperDF® 
verwendet werden und die Salzkonzentration entsprechend eingestellt werden. 
Als Anionenaustauscher konnen z.B. QMA-Accell® DEAE-Spherosil® oder DEAE- 

25 Sepharose®, PorosHQ®, Q-HyperDF®, SOURCE 30Q® eingesetzt werden. 

Weitere geeignete Materialien sind CM-Accell®, SP-Sperodex-M® oder auf der Basis 
synthetischer Polymere hergestellte Phasen wie SP-Trisacryl-LS® und CM-Trisacryl-LS®. 
Fur die Affinitatschromatographie kann z.B. Heparin-Sepharose® oder Heparin- immobiiisierte 
syhthetische Polymere wie z.B. Toyopearl AF-Heparin 650M® eingesetzt werden, wobei als 

30 Puffer ebenfalls die o.g. Zusammensetzungen gewahlt werden konnen. 

Vorzugsweise werden im erfindungsgemafien Verfahren chromatographische Medien auf der 
Basis synthetischer Polymere eingesetzt, wie die unter den Handelsnamen Poros®, Source®, 
Macroprep®, TSK®, Toyopearl® und Hyper D® kommerziell erhaltlichen. 
35 Die genannten Phasen sind substituiert als Anionen-, Kationenaustauscher, Hydrophobe- 
Interaktions- und Affinitatsmatrix verfugbar. Dabei bilden tertiare oder quaternare 
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Aminogruppen Anionenaustauscher, Beladung mit Sulfoalkyl oder Carboxyalkylgruppen 
Kationenaustauscher, Substituenten wie Alkyl oder Phenyl bzw. Heparin-Gruppen 
Hydrophobe Phasen bzw. Affinitatsmatrices. Die jeweiligen Puffermedien und 
Elutionsbedingungen hierfur sind dem Fachmann bekannt. 

Aufgrund ihrer relativen Druckstabilitat erlauben sie auch bei geringer Partikelgrofie hohe 
Flu&raten. Damit lassen sich die beschriebenen Prozesse in kurzerZeit und mit hohem 
Durchsatz okonomisch gestalten. 

Daruberhinaus bieten diese Chromatographiephasen den Vorteil, dass sie chemisch inert 
gegenuber sterilisierenden Agentien und somit fur die Herstellung von pharmazeutischen 
Produkten besonders geeignet sind. 

Zur Sterilisation konnen Behandlungen, vorzugsweise vor dem Chromatographie-Schritt, mit 
(3-Propiolacton, TNBP/Tween, TNBP/Na-Cholat, TNBP t gegebenenfalls in Kombination mit 
UV-Bestrahlung oder Virenfiltration angewendet werden. Die eingesetzten Filter wie z.B. 
Planova®, Virosolv®, UltriporDVSO® sind bekannt. 

Die auf diese Weise erfindungsgemad hergestellten Produkte konnen flussig oder lyophilisiert 
gelagert werden. 

Der Vorteil des erfindungsgemaden Verfahrens liegt darin, dali auf schnelle und einfache 
Weise die genannten Ausgangsmaterialien so gereinigt werden konnen, daft die erhaltenen 
reinen Produkte ohne wesentliche Ausbeuteverluste gewonnen werden konnen und ihrer 
naturlichen Zusammensetzung im wesentlichen entsprechen. 

Die Erfindung wird durch nachstehende Beispiele erlautert 
Beispiel 1 

Als Ausgangsmaterial werden 5,4 I eines von Gerinnungsfaktoren befreiten Humanplasmas 
eingesetzt. Die Entfernung der Gerinnungsfaktoren erfoigt nach bekannten Methoden durch 
Abtrennung des Kryoprazipitates und durch Adsorption der PPSB-Faktoren an DEAE- 
Sephadex-A50® 
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Zu diesem vorbehandelten Plasma werden pro Kilogramm 1,2 Mol Ammoniumsulfat 
zugegeben und 5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wird mit Wasser fur 
Injektionszwecke (WFI) auf eine Leitfahigkeit von 112 mS/cm (20°C) entsprechend der 
Leitfahigkeit einer 0,9 molaren Ammoniumsulfatlosung verdunnt und 6-12 h weitergeruhrt. 
Nach Zugabe von 2 % (w/w) Filterhilfsmittel (z. B. Standard Super Cell) und erneutem Ruhren 
uber 1 Stunde wird die Losung uber einen Tiefenfilter, z. B. Seitz Supra 80P, geklart. 

® 

Eine Stahlsaule (373 ml) gefullt mit TSK-Phenyl 5PW wird mit 0,9 Mol/I Ammoniumsulfat, 
0,01 Mol/I NaH 2 P0 4f pH 7,0 aquilibiert. Bei einem Fluli von 70 ml/min wird die vorbereitete 
und filtrierte Plasmaproteinlosung in Portionen von 370 ml aufgetragen. Nach Ende des 
Auftrages wird mit 5 Saulenvolumen des Aquilibrierpuffers nachgewaschen und diese Fraktion 
gesammelt (Fraktion 1). Wahrend des Sammelns der Fraktion 1 erfolgt eine gleichzeitige 
Ultrafiltration an einer 10 KD Membran, z. B. Omega®, Pall-Filtron, wobei das Permeat in den 
Vorratsbehalter des Aquilibrierpuffers zuruckgefuhrt wird. 

Danach wird mit dem 4fachen Saulenvolumen eines Elutionspuffer, bestehend aus 0,3 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 7,0 t die Fraktion 2 gewonnen. 
Der Elutionspuffer wird uber ein Mischventil aus dem Aquilibrierpuffer (0,9 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0) und einer 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0, Losung 
hergestellt. Hierzu werden die beiden Puffer im Verhaltnis 1:3 online gemischt. 

Durch Aufgabe von 3 Saulenvolumen 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4t pH 7,0-Puffer wird die Lipoprotein- 
Fraktion (Fraktion 3) von der Saule abgelost und verworfen. 

Nach einem Reinigungsschritt mit dem 3fachen Saulenvolumen einer 1 Mol/I NaOH-Losung 
wird die Saule mit WFI freigewaschen und erneut aquilibriert. 

Zur Aufarbeitung dergesamten eingesetzten filtrierten Proteinlosung sind 26 Zyklen 
erforderlich, wobei die Fraktionen 1 und 2 jeweils in einem Sammelbehalter aufgefangen 
werden. 

Danach erfolgt eine Sterilfiltration der separatierten Fraktionen 1 und 2. 

Ausbeute, Immunglobulin G in Fraktion 2, 90,3 % 

Ausbeute, Albumin in Fraktion 1, 100 % 
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Zusammensetzung der Fraktionen 1 und 2 in der Kapillarzonenelektrophorese 





Fraktion 1 


Fraktion 2 


y-Globulin (%) 


0 


61,5 


B-Globulin (%) 


6,1 


13,5 


a r Globulin (%) 


4.3 


2,1 


a 2 -Globulin (%) 


7.7 


13,3 


Albumin (%) 


81,9 


1,8 


Fibrinogen (%) 


0 


7,6 



5 Beispiel 2 

Man verfahrt wie in Beispiel 1 . 

Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinlo- 
10 sung wird, wie in Beispiel 1 beschrieben, an einer TSK-Phenyl 5PW®Saule chromatogra- 
phiert. 

Nach Elution der Fraktion 1 werden mit 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 7,0, die Immunglobuline und 
Lipoproteine in einer Fraktion von der Saule abgelost. 
15 Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

Fraktion 1: Albuminausbeute 100 % 

Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 95,5 % 

20 

Beispiel 3 

Man verfahrt wie in Beispiel 1 . 
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Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinlo- 
sung wird an einer 3 I Sauie (180x250 mm), gefullt mit Toyopearl-Phenyl 650 M®, 
chromatographiert 

Die Vorgehensweise entspricht dem Beispiel 1 . 

Pro Zyklus werden 2,4 I der Ausgangslosung bei einer FluSrate von 300 ml/min prozessiert. 
Mit dieser Saule sind 3 Zyklen zur Aufarbeitung von 4 I Plasma notwendig. 

Wie in Beispiel 1 werden 3 Fraktionen gesammelt. 

Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

Fraktion 1: Albuminausbeute 100% 
Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 96 % 

Beispiel 4 

Man verfahrt wie in Beispiel 2. 

Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinlo- 
sung wird an einer 2,5 I Saule, gefullt mit Toyopearl-Phenyl 650 M®, chromatographiert. 

Die Vorgehensweise entspricht dem Beispiel 2. 

Pro Zyklus werden 2,4 I der Ausgangslosung bei einer FlufJrate von 125 ml/min in 
2 Fraktionen aufgetrennt Hierzu werden 3 Zyklen benotigt. 

Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

Fraktion 1: Albuminausbeute 100% 
Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 95 % 

Beispiel 5 
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Man verfahrt wie in den Beispielen 1,2,3 Oder 4. Anstelle eines polyvalenten 
Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen 
Cytomegalievirus (anti-CMV) eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 Oder 3 
5 Oder 4 prozessiert. 

Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 

Ausbeute Immunglobulin G 90,5 % 

1 0 Ausbeute Anti-CMV-Titer 78 % 



Beispiel 6 

15 Man verfahrt wie in den Beispielen 1, 2, 3 oder 4. Anstelle eines polyvalenten 

Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen 
Hepatitis-B-Virus (anti-HBs) eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 oder 3 oder 
4 prozessiert. 

20 Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 

Ausbeute Immunglobulin G 92,0 % 

Ausbeute Anti-HBs-Titer 82 % 

Beispiel 7 

25 

Man verfahrt wie in den Beispielen 1, 2, 3 oder 4. Anstelle eines polyvalenten 
Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen Anti-D 
eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 oder 3 oder 4 prozessiert. 

30 Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 

Ausbeute Immunglobulin G 91 ,2 % 

Ausbeute Anti-D-Titer 54 % 

35 

Beispiel 8 
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Eine gemaG Beispiel 1 hergestellte Immunglobulin G-haltige Fraktion 2 wird mittels Ultra- und 
Diafiltration auf 0,06 Mo!/l NaH 2 P0 4 , pH 6,5 und eine Proteinkonzentration von ca. 50 g/l 
eingestellt. Danach erfolgt eine Verdiinnung mit Wasser fur Injektionszwecke (WFI) im 
Verhaltnis 1:2. Nach einer Ruhrzeit von 1 Stunde wird klar- und sterilfiltriert. 

Eine Stahlsaule (383 ml), gefullt mit einem Anionenaustauscher, z. B. Poros HQ50®, wird mit 
einem Puffer, 0,03 Mol/I NaH 2 P0 4 . pH 6,5 aquilibiert. 

500 ml der konditionierten Immunglobulin G-haltigen Losung werden mit einem Fluli von 
120 ml/min auf die Saule aufgetragen. Man wascht mit 10 Saulenvolumen des 
Aquilibrierpuffers nach und fangt diese Immunglobulin G-haltige Fraktion auf. 

Die restlichen gebundenen Proteine werden mit 0,02 Mol/I NaH 2 P0 4 , 1,0 Mol/I NaCI, pH 6,5 
von der Saule abgeldst. Zur Reinigung wird mit 2 Saulenvolumen 1 Mol/I NaOH gewaschen 
und anschliefiend erneut aquilibriert. 

Die Gesamtmenge von 2,5 I der Ausgangsldsung wird in 5 Zyklen chromatographiert. 

Die Immunglobulin G-haltige Auftrags- und Durchlauffraktion wird iiber einen Virusfilter, z. B. 
Planova 35, filtriert, mittels Ultra- und Diafiltration auf 0,02 Mol/I Natrium acetat, pH 5,5 
umgepuffert und auf eine Proteinkonzentration von ca. 40 g/l eingestellt. Zu dieser Losung 
fugt man 0,8 % (v/v) Oktansaure zu, ruhrt eine Stunde und halt den pH-Wert mit 1 Mol/I NaOH 
auf pH 5,5. Danach fugt man 0,05 Mol CaCI 2 zu, korrigiert den pH-Wert mit 1 Mol/I NaOH auf 
5,5 und ruhrt erneut 2 Stunden. 

AnschlieRend wird die Losung mit 2 % (w/v) Filterhilfsmittel, z. B. Standard Super Cell, 
versetzt und uber einen KlSrfilter, z. B. Seitz Supra 80P filtriert. 

Der Filterkuchen wird 2 mal mit jeweils 100 ml 0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,5 
nachgewaschen. 

Die filtrierte Losung wird mit 0,3 % TNBP (Tri-n-butylphosphat) und 1 % Tween 80 
(Polysorbat 80) versetzt und mindestens 8 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. 
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Nach Beendigung der Reaktionszeit wird durch Verdunnen mit WFI auf eine Leitfahigkeit 
eines 0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,0-Puffers eingestelit und der pH-Wert mit 10 %iger 
Essigsaure auf pH 5,0 korrigiert. 

5 Eine Stahlsaule (388 ml), gefullt mit einem Anionenaustauscher, z. B. Poros HS50®, wird mit 
einem Puffer, 0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,0 aquilibiert. 

2,15 I der konditionierten Immunglobulin G-L6sung werden mit einem FIull von 120 ml/min auf 
die Saule aufgetragen. Man wascht mit dem 10fachen Saulenvolumen an 
10 Aquilibrierungspuffer, urn die Reagenzien der Oktansaure- und Solvent-Detergent- 
Behandlung zu entfernen. Diese Waschfraktion wird verworfen. 

Das gebundene Immunglobulin G wird mit 0,02 Mol/I Natriumacetat, 0,3 Mol/I NaCI, pH 5,0 
von der Saule losgelost und aufgefangen. 

15 

Die Reinigung der Saule erfolgt mit 0,02 Mol/I Natriumacetat, 1,0 Mol/I NaCI, pH 5,0 gefolgt 
von 1,0 Mol/I NaOH. 

Danach wird die Saule erneut aquilibriert. Die Gesamtmenge von 2,3 I der Ausgangslosung 
20 wird in 2 Zyklen chromatographiert 

Mittels Ultra- und Diafiltration gegen 0,3 Mol/I Glycin, pH 5,0 wird die Immunglobulin G- 
Fraktion isoton eingestelit, auf einen Proteingehalt von 50 g/l ankonzentriert und sterilfiltriert. 
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Ausbeute Immunglobulin G: 74 % 

Analytische Daten einer 5 % Immunglobulin G-L6sung 

Antikomplementare Aktivitat 0,68 CH 50 /mg Protein 

Immunglobulin A 0,14 % 

Immunglobulin M 0,02 % 



Subklassen: 

Igd 57,6 % 

lgG 2 33,3 % 

lgG 3 5,5 % 

lgG 4 3,6 % 



Cellulose-Acetat-Elektrophorese 1 00 % y-Globulin 

Prekallikreinaktivator neg. 

Prekallikrein neg. 

Kallikrein neg. 

Kininogen neg. 

Plasmin neg. 

Plasminogen neg. 

Faktor XI neg. 



HPSE-Chromatogramm siehe Abbildung 5 
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Beispiel 9 



Eine gemaB Beispiel 1 hergestellte Albuminhaltige Fraktion 1 wird mittels Ultra- und 
Diafiltration auf 0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0 eingestellt. 

5 

Eine 50 ml Saule (1,5 x 25 cm), gefiillt mit AF-Heparin Toyopearl®, wird mit 0,02 Mol/I 
NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0 aquilibriert. 

100 ml der konditionierten Albumin-haltigen Fraktion werden mit einem Flufc von 7 ml/min auf 
10 die Saule aufgetragen. Man spult mit 5 Saulenvolumen des Aquilibrierungspuffers nach und 
fangt diese Albumin-haltige Fraktion auf. 

Mit 0,02 Mol/I NaH 2 P0 4 , 0,4 Mol/I NaCI, pH 7,0 wird die Saule nachgewaschen und diese 
Fraktion verworfen. Die Elution des AT-III erfolgt mit einem Puffer, bestehend aus 0,02 Mol/I 
15 NaH 2 P0 4 , 2,0 Mol/I NaCI, pH 7,0. Diese Wertfraktion wird mittels Ultra-/Diafiltration auf PBS 
umgepuffert, ankonzentriert und sterilfiltriert. 



20 



Die erhaltene AT-III Lbsung zeigt folgende Daten: 



AT-III Ausbeute 91 % 

Protein 1,1 g/l 

AT-lll-Aktivitat 805 % d.N. 

AT-lll-Antigen 1,0 g/l 

25 Albumin < 0,006 g/l 



HPSE-Chromatogramm siehe Abbildung 6 
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Tabelle 1 

Ermittlung der Ammoniumsulfatkonzentration zur hvdrophoben 
Interaktionschromatoqraphie 

5 





Protein (g/l) 


IgG (g/l) 


igA(g/i) 


igM (g/l) 


Albumin (g/i) 


Ausgang 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


0,5 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


0,7 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15.8 


0,8 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


1,0 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,0 


3,40 


0,72 


0,35 


14,8 


1,2 Mol 

Ammoniumsulfat 


24,9 


1,93 


0,38 


0,21 


15,7 


1,4 Mol 

Ammoniumsulfat 


22,0 


0,73 


0,16 


0,10 


14,4 
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Tabeile 2 

Beispiel fur eine rfindunqsq maBe 
Hydrophobe Interaktionschromatoqraphie von Humanplasma bei unterschiedlichen 
5 Ammoniumsulfatkonzentrationen 





0,7 Mol 


0,8 Mo! 


1,0 Mol 


Ausgang 

Albumin (%) 


100 


100 


93,7* 


IgG (%) 


100 


100 


94,7* 


Fraktion 1 

Albumin (%) 


>95,0 


>95,0 


>95,0 


IgG (%) 


34,4 


<2,6 


<2,0 


Fraktion 2 

Albumin (%) 


1,4 


1,8 


3,3 


IgG (%) 


57,2 


>95,0 


>95.0 



*Prazipitation durch Ammoniumsulfat 
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Tabelle 3 



Verteilunq r levant r Plasmaproteine in Fraktion n der hydrophoben 
Interaktionschromatoqraphie 

5 





Ausaana 1%) 


Fraktion 1 (%l 


Fraktion 2 1%\ 


iaG 


100 


< 5 


> 90 


IgA 


100 


<2 


> 95 


igM 


100 


<5 


>90 


Albumin 


100 


>95 


<2 


Transferrin 


100 


>95 


<2 


AT-III 


100 


>90 


< 10 


a r Antritrypsin 


100 


>90 


<5 


Lipide/Lipoproteine 


100 


<5 


>70 
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Patentansoruche 

1 . Verfahren zur Fraktionierung von Plasma oder Serum, dadurch gekennzeichnet, dali man 
die das Plasma oder Serum enthaltende Ausgangslosung einer hydrophoben 

5 Interaktions-chromatographie unterwirft und unter Anwendung eines stufenweisen 

Salzgradienten wenigstens in eine Immunglobulin- und eine Albumin-haltige Fraktion 
auftrennt. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daR als Ausgangsmaterial ein 
10 Plasma oder ein Serum humanen oder tierischen Ursprungs verwendet wird. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali die Chromatographie 
mit einem Ammoniumsulfatsalzgradienten erfolgt. 

15 4. Verfahren gemali Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die Chromatographie bei 
hoher Ammoniumsulfatkonzentration beginnt und diese im nachsten Fraktionsschritt 
abgesenkt wird. 

5. Verfahren gemaft einem der Anspriiche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dad die hohe 
20 Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0,6 und <1 ,4 Mol/I und die niedrige 

Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0 und 0,4 Mol/I betragt. 

6. Verfahren gemali einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daft die hohe 
Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,7 bis 1 Mol/I betragt und abgesenkt wird auf 0 bis 

25 0,3 Mol/I. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Ausgangslosung und die Chromatographie-Phase bei Beginn der Trennung auf die 
gewiinschte hohe Salzgradientenkonzentration eingestellt wird. 

30 

8. Verfahren gemaS einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dad das 
Plasma von den Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes befreit ist. 

9. Verfahren gemaG einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daS als 
35 Ausgangsmaterial ein von Gerinnungsfaktor VIII befreites Plasma eingesetzt wird. 
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10. Verfahren gemali einem der Anspruche 2 bis 9 t dadurch gekennzeichnet, dali man als 
Ausgangsmaterial polyvaientes Humanplasma verwendet. 

11. Verfahren gemali einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dali man als 
Ausgangsmaterial bezuglich viraler, bakterieller Oder gegen zellulare Antigene gerichtete 
Antikdrper selektiertes Humanplasma verwendet. 

12. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafi nach der 
gewonnenen ersten Fraktion mittels Stufengradienten zwei weitere Fraktionen gewonnen 
werden. 

13. Verfahren gemali Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die Auftrennung nach der 
ersten Fraktion mit einem Ammoniumsulfatpuffer einer Konzentration von 0,4 bis 0.1 Mol/I 
beginnt und danach abgesenkt wird auf < 0,1 bis 0 Mol/I. 

14. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
hydrophobe Interaktionsphase Phenyl- Oder Alkyl-substituierte Phasen auf der Basis von 
Copolymeren aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat, Copolymere aus 
Polystyrol und Divinylbenzol oder mit Dextran oder Polymeren gecoatete Kieselgele 
verwendet werden. 

15. Verfahren gemafi Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dali als hydrophobe 
Interaktionsphase Phenyl-substituierte Copolymere aus Glycidylmethacrylat und 
Ethylenglycoldimethacrylat verwendet wird. 

16. Verfahren gemali Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dali die hohe 
Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,8 bis 1,0 Mol/I und die abgesenkte Ammonium- 
sulfatkonzentration 0,3 bis 0 Mol/I betragt. 

17. Verfahren gemali Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dali die erste Fraktion bei einer 
Ammoniumsulfatkonzentration von 0,9 Mol/I gewonnen wird und danach ein 
Stufengradient angewendet wird, wobei die Ammoniumsulfatkonzentration zunachst 0,3 
Mol/I betragt, und sodann auf 0 Mol/I abgesenkt wird. 
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18. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet,. dafl man die 
gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin III, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

5 19. Verfahren gemaft Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dali die gewonnene erste 
Fraktion durch Affinitatschromatographie sowie nachfolgende Anionenaustauscher- 
chromatographie und Virusinaktivierung sowie ubliche Filtrations-, Konzentrations- und 
Steriiisierungsschritte aufgearbeitet wird. 

10 20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dali man die 
gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
einsetzbares Immunglobulin, insbesondere IgG gewinnt. 

21. Verfahren gemati Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dad man die gewonnene zweite 
15 Fraktion durch Anionenaustauscherchromatographie, Virusinaktivierung, 

Oktansaurebehandlung sowie Kationenaustauscherchromatographie und ubliche 
Filtrations-, Sterilisations- und Konzentrierungsschritte zu einem vertraglichen 
Immunglobulin G Praparat aufarbeitet. 

20 22. Rezyklisierungsverfahren zur Fraktionierung von Plasma oder Serum gemafJ einem der 
Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dafi man das Permeat aus der ersten 
erhaltenen Fraktion kontinuierlich dem Ammoniumsulfatpuffer-Vorratsbehalter mit der 
Pufferlosung 1 zufuhrt, die gewonnene erste Fraktion kontinuierlich sammelt, die zweite 
Fraktion durch Herstellen eines Mischpuffers aus der Pufferlosung 1 und einer 

25 Ammoniumsulfat-freien Pufferlosung 2 oder alleinigen Einsatz des Puffers 2 eluiert und 

kontinuierlich entfernt 

23. Verfahren gemall Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daft man nach der Eluierung 
der ersten Fraktion die Chromatographiesaule mit einem Stufengradienten behandelt und 

30 so eine zweite und dritte Fraktion erhalt. 

24. Verfahren gemaB einem der Anspruche 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daft man 
nach je einem Rezyklisierungskreislauf die Interaktionschromatographiephase mit 
Natronlauge aus einem Vorratsbehalter 3 behandelt. 

35 
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25. Verfahren gemaS einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, da(i man die 
gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin III, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

26. Verfahren gemaS einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daft man die 
gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Immunglobulin, insbesondere IgG, gewinnt. 

27. Immunglobulinpraparat, erhalten nach einem Verfahren gemafi den Anspruchen 20, 21 
Oder 26. 

28. Antithrombin III Praparat, erhalten gemafi Anspruch 18, 19 Oder 25. 

29. Verwendung eines Immunglobulinpraparates oder eines Antithrombin III-, Albumin- oder 
Transferrin-Praparates, erhalten nach dem Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 
26 zur therapeutischen Anwendung. 
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Abbildung 3 
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Abbildung 4 
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HPSE-Chr matogramm einer gemaE Beispiel 8 
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